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I N T R O D U C C I O N
De todos los metabolitos bacterianos que pueden in­
tervenir en los mecanismos moleculares de agresiôn frente al 
huesped, las endotoxinas son posiblemente las que mas atraen 
la atenciôn de los investigadores ocupados en estudiar la pro- 
blematica de la patogênesis microbiana. En efecto, la compleja 
arquitectura macromolecular de los lipopolisacâridos y su lo- 
calizaciôn en estructuras celulares perifêricas -condicionan- 
te de inmunogênesis y especificidad serolôgica- asî como sus 
cambiantes relaciones estructura-actividad (dependiendo de la 
agregaciôn de los diferentes déterminantes quîmicos) plantean 
incôgnitas verdaderamente sugestivas para nosotros.
Por otra parte, en relaciôn con lias especies bacteria- 
na§ objeto de este estudio, no tuvimos duda en acudir a estirpes 
patôgenas de Pseudomonas aeruginosa por tratarse de las bacte- 
rias Gram-negativas que mâs problema estân causando, debido a 
su acusada antibiotico-resistencia y quimio-resistencia, su 
gran versatilidad enzimatica y su posible actividad inmunode- 
presora. Asimismo, endotoxinas de otros gêrmenes Gram-negativos 
han sido tambîen utilizadas, en esta Memoria, con propositos 
de investigaciôn comparative.
Es nuestro proposito, en primer lugar, actualizar
todos aquellos datos que se refieren tanto a la localizaciôn 
y estructura de las molêculas endotôxicas como a su obtenciôn 
y purificaciôn, pasando despuês a estudiar sus actividades bio­
lôgicas, las reacciones inmunitarias conocidas y su posibili­
dad de actuar como mitôgenos. Todo ello constituirâ el cuerpo 
de doctrina sobre el que considerar nuestros resultados expé­
rimentales en relaciôn con algunas reacciones inmunobiolôgicas 
dé molêculas endotôxicas procédantes de estirpes patôgenas del 
gen. Pseudomonas.
PARTE
BIB L IOGRAFICA
I. LOCALIZACION DE LAS MOLECULAS 
ENDOTOXICAS.
Dado que los lipopolisacâridos constituyen las 
principales estructuras moleculares que confieren singula- 
ridad a las envolturas celulares de eubacterias Gram-nega­
tivas, parece lôgico admitir que la actualizaciôn de la pro- 
blematica del tema comience por delimitar las zonas bacte- 
rianas en que se asientan las endotoxinas y cuales son sus 
relaciones histoquîmicas con otras macromolêculas para,suce- 
sivamente, ir deduciendo las consecuencias fisiolôgicas de 
esta organizaciôn.
Como résulta imposible localizar las molêculas en­
dotôxicas sin hablar de las estructuras perifêricas de las 
bacterias Gram-negativas, (Fig. 1) iremos perfilando de una 
manera resumida las caracterîsticas e interrelaciones entre 
las distintas capas que envuelven a la cêlula bacteriana.
Estas se componen de distintas macromolêculas que, en ocasiones^ 
se distribuyen de un modo discontinuo y que la confieren sus 
peculiares atributos fisico-quimicos.
Segün es sabido, el citoplasma aparece envuelto por 
la membrana citoplasmica, la capa de mucopêptido adosada 
sobre êsta ultima y la membrana externa, que -anclada sobre 
el mucopêptido- ' deja entre ella y la capa interna el espa-
fi
Membrana
citoplasmica
Mucopêptido
Capsula ,
Lipoproteina-
-lipopolisacarido
Fig. 1.“ Microfotografia al microscopio electronico de las envueltas 
celulares de una bacteria gram-negativa en la que se puede 
observer la posiciôn ocupada por las molêculas de lipopoli- 
sacarido.
5cio periplasmico.
En la Fig. 2 reproducimos un interesante diagrama 
propuesto por COSTERTON y cols. (1974), en el que es facil 
diferenciar y localizar las distintas capas de las estructu­
ras celulares perifêricas que envuelven a las bacterias Gram- 
-negativas. El esquema nos permite referirnos con mas facili- 
dad a los componentes e interpretar su entramado molecular 
que, en definitive, es lo que va a dar origen a sus funciones 
especificas. Como puede verse, très zonas principales y un 
entramado de molêculas de mucopêptido, , constituyen las
envolturas celulares de las bacterias Gram-negativas y de 
ellas hablaremos a continuaciôn.
1.- Membrana Citoplasmica
Esta capa résulta ser una interfase vital para las 
envolturas celulares porque es en ella donde se sintetizan y 
se ensamblan los componentes de la pared bacteriana. Mediante 
la preparaciôn de protoplastos, en bacterias Gram-negativas 
(COSTERTON, 197 0), se ha conseguido el aislamiento de prépara- 
ciones puras de membrana citoplasmica, cuya composiciôn quimi- 
ca es similar a la de otras membranas biolôgicas (MARTIN y 
MACLEOD, 1971).
Mediante microscopia eletronica convencional (DE 
PETRIS, 1967; GLAUERT y TKORNLEY, 1969) y por têcnicas de 
criocorrosion (BAYER y REMSEN, 197 0; NANNINGA, 197 0) se han 
realizado estudios de su morfologîa y se ha comprobado que 
estas estructuras presentan las caracterîsticas correspondien- 
tes a los modelos générales de membranas (DANIELLI y DAVSON, 
1935; SINGER y NICOLSON, 1972; CAPALDI y VANDERKOOI, 1972).
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Fig. 2.- Representaciôn esquemâtica de las envuéltas celulares de
microorganismos gram-negativos. (La explicaciôn de los dis- 
tintos elementos y estructuras se detalla en la siguiente 
pâgina.
Explicaciôn de la Fig. 2 .-: +, cationes libres; -, aniones 
libres;©  cationes ligados, ©  aniones ligados;^ enlaces 
ionicos; zona hidrofôbica, >-C enlace covalente;
porciôn polipeptidica del mucopêptido;*■ porciôn polisaca- 
rida del mucopeptrdo; ^  proteina enzimaticamente activa;
fosfolipido; l i p o p o l i s a c â r i d o e s q u e m a  del li-
popolisacarido; bp, proteina de uniôn; e c , enzimas asociadas 
con la membrana citoplasmica cuya funciôn esta dirigida al ci­
toplasma; em, enzimas asociadas con la membrana citoplasmica 
que sintetizan componentes macromoleculares de la pared celu­
lar; ep, enzimas localizadas en la zona periplasmica; es, enzi­
mas localizadas en la superficie celular; Ip, porciôn lipidica 
de la lipoproteina de Braun; ps, permeasas; s, proteina estruc- 
tural de la membrana citoplasmica.
8Las funciones de esta membrana citoplasmica corres- 
ponden a las realizadas por biomembranas pertenecientes a or- 
ganulos especializados (transporte, respiraciôn, y fosforila- 
ciôn oxidativa, asiento de polisomas para sintesis de protei- 
nas, etc.) mas aquellas implicadas en la sintesis y ensambla- 
do de las capas externas de la envuelta celular, que resultan 
ser propias de las bacterias. En esta membrana existen enzi­
mas capaces de sintetizar unidades de mucopêptido (ROGERS, 
1970; ROGERS y PERKINS, 1968)^ LPS (HINCKEY y cols. 1972; MULLER 
y cols. 1972; OSBORN y cols. 1972) y fosfolipidos (BELL y cols. 
1971; HINCKEY y cols. 1972; OSBORN y cols. 1972; WHITE y cols. 
1971) asî como ciertas proteinas de la pared que despuês son 
asimismo transportadas por esta estructura (GLEW y HEATH, 1971) 
como puede verse en el esquema de la Fig. 3, segûn COSTERTON 
y cols. (1974).
2.- Complejo de mucopêptido y lipoproteina
Esta capa, que se encuentra sobre la membrana cito­
plasmica, aparece formada por polimeros de azucares sustitui- 
dos y entrelazados entre si por pequenos pêptidos. De este modo 
se origina una estructura covalente que recubre la celula y la 
confiere la rigidez y resistencia a la presiôn osmotica inter­
na caracteristica.
Segün BRAUN y BOSCH (197 2).^  en algunàs especies de 
bacterias Gram-negativas, se ha encontrado una lipoproteina 
que aparece asociada covalentemente al mucopêptido o, en 
estado libre, distribuida por el espacio periplasmico. SCHNAIT- 
MAN (1971), ha supuesto que la parte lipidîca de esta molêcula 
estâ unida con los fosfolipidos de la membrana externa por me-
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Fig. 3.- Mecanismo propuesto para la secreciôn de proteinas 
por la membrana citoplasmica. , fosfolipido;
, area hidrof ôbica ; ,cadena polipeptidiCa; 
bp, proteina de uniôn; ps, permeasa; s, proteina es- 
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dio de interacciones hidrofobicas y esta observaciôn podrîa 
servir para explicar el que la membrana externa sea separable 
del mucopêptido por medio de enzimas proteoliticos.
Por otra parte también aparecen zonas de intima 
adhesiôn entre la membrana citoplasmica y el complejo de 
•mucopêptido , coincidiendo con los puntos de adsorciôn de 
fagos (BAYER, 1968), lo que permite establecer mas relaciones 
entre estos componentes.
3.- La zona periplasmica
✓
El concepto de espacio periplasmico es esencialmente 
funcional (MITCHELL, 1961); se trata de una zona celular en la 
que se localizan diversas actividades enzimaticas y esta limi- 
tada de un lado, por la membrana plasmâtica, y por otro por la 
membrana externa. Las proteinas que en ella existen, con acti­
vidad enzimatica,pueden estar asociadas a otros componentes de 
la pared celular (CHENG y cols. 1971) o bien a la parte exter­
na de la membrana citoplasmica (HEPPEL, 1971)^ y también pueden 
resultar liberadas al medio, junto con proteinas fijadoras de 
ligandos y pigmentos. Esta liberaciôn puede lograrse mediante 
tratamientos especiales (HEPPEL, 1971) o producirse espontanea- 
mente, en cepas incapaces de retenerlas (LINDSAY y cols. 1973), 
sin que esto signifique alteraciones metabolicas ya que aûn en 
esas condiciones pueden seguir creciendo en los medios adecua- 
dos. Asî pues, el espacio periplasmico provee a la cara externa 
de la membrana citoplasmica de un medio modificado y enriqueci- 
do selectivamente, que contiene proteinasy polisacaridosasocia- 
dos y distribuidos heterogeneamente (FORSBERG y cols. 1970 a, 
FORSBERG y cols. 1970 b).
11
4.- Membrana externa-lipopolisacarido.
Si estudiamos detenidamente, mediante microscopia 
electrônica las estructuras perifêricas de una bacteria Gram- 
-negativa nos encontramos una capa que parece idêntica a otras 
membranas biologicas -la formada por membrana externa y lipo­
poli sacarido- en la que las proteinas y fosfolipidos de la 
misma estan formando una bicapa que, por fijaciôn, se desnatu- 
raliza y aparece como un doble brazo (DREHER y cols. 1967).
Estudios recientes con esta membrana externa han 
demostrado que posee, ademas de los fosfolipidos y proteinas 
antes citados (FORSBERG y cols. 197 0 b; OSBORN y cols. 197 2; 
SCHNAITMAN, 197 0), ciertas cantidades variables de lipopoli- 
sacarido (DE PAMPHILIS y ADLER, 1971; OSBORN y cols. 1972 a; 
OSBORN y cols. 1972 b; OSBORN, 1971; SCHNAITMAN, 1971). Por 
otra parte, sucesivos estudios biofisicos han indicado que, 
mientras los componentes basicos son las proteinas y fosfoli- 
pidos, el lipopolisacârido parece estar asociado a estos y 
queda enfrentada hacia afuera su porciôn azucarada por las 
superficies interna (CHENG y cols. 1971) y externa de esta 
membrana (SCHNAITMAN, 1971).
Los fosfolipidos se encuentran en cantidad parecida 
a los de la membrana citoplasmica de E. coli, pero son cuali- 
tativamente diferentes (WHITE y cols. 1972) . Estudios de crio­
corrosion han demostrado que hay un piano de rotura en la mem­
brana externa de la pared celular (DE VOE y cols. 1971; DVORAK 
y cols. 1970; FORGE y cols. 1973; GUILLELAND y cols. 1973 y 
EAGON, 1974). Ello parece indicar que las partes hidrofobicas 
de los fosfolipidos y del lipopolisacârido forman una zona en
r»
(w
el centro de esta capa que résulta semejante a là encontrada 
en otras membranas. Las proteinas que la integran pueden te- 
ner una aparente funciôn estructural (SCHNAITMAN, 197 0) o bien 
pueden exhibir una actividad enzimatica; por ejemplo, fosfoli- 
pasa (OSBORN y cols. 1972 a).
Estudios de permeabilidad s^ectuados sobre bacterias 
con defectos en la membrana externa (inducidos, por mutaciones 
o por tratamientos especificos) parecen indicar que -en pre- 
sencia de molêculas pequenas (actinomicina D u otros antibio- 
ticos, lisozima etc.^ se constituye una barrera selectiva o 
"tamiz molecular" (MITdHELL, 1961) y no actua como un lugar 
de transporte activo. La permeabilidad depende en gran forma 
de la composiciôn de âcidos grasos de los fosfolipidos (McELHA- 
NEY y cols. 1973; ROSEN y RACKETTE, 1972).
Es interesante senalar la intervenciôn del lipopoli- 
sacarido en problèmes de permeabilidad celular, donde résulta 
ser un constituyente muy importante, ya que por ejemplo; los 
mutantes rugosos de Salmonella typhimurium, que solamente se 
diferencian de la cepa salvaje en que tienen las cadenas anti- 
genicas de polisacarido mas cortaSytienen una mayor permeabi­
lidad frente a los antibioticos y a la lisozima (SANDERSON y 
cols. 1974) y un mayor desprendimiento de enzimas periplêsmicos 
durante el crecimiento (LINDSAY y cols. 1973) .
OSBORN (1971) ha sugerido que la asociaciôn del lipi- 
do A dellipopolisacarido, con la zona hidrôfobica de esta mem­
brana, puede faciliter la transferencia del lipopolisacârido 
recien sintetizado desde la cara interior a la exterior, de 
esta capa, despuês de su desplazamiento por la membrana cito-
3plâsmica donde se inicia su sintesis.
El lipopolisacârido ha podido ser perfectamente vi- 
sualiaado, por microscopia electrônica, en la cara externa, 
interna e intermedia de la membrana exterior utilizando an- 
ticuerpos anti-lipopolisacarido unidos a ferritina (SHANDS, 
1966) .MUHLRADT y cols. (1974)^ haciendo uso de este mismo en- 
sayo présenta evidencia de la movilidad lateral del lipopoli- 
sacarido en la membrana externa, asî como su dependencia de 
la temperatura. También determinan la densidad de las molêcu­
las de lipopolisacârido en la superficie bacteriana. Mas re- 
cientemente, MUHLRADT y GOLECKI (1975)y sugieren que el lipo- 
polisacarido se encuentra principalmente en la parte exterior 
de la hembrana externa, y que su distribuciôn en ambas partes 
puede variar dependiendo de las manipulaciones que precedan 
al marcado con anticuerpos-ferritina (p. e j . temperatura). 
Concluyen finalmente que hay un movimiento a travês de-la 
membrana externa, quizas por una inversiôn de la molêcula de 
lipopolisacârido. Los cationes divalentes también son impor­
tantes en la estabilidad y uniôn del lipopolisacârido a es^e 
area de la pared celular, produciendose interacciones ionicas 
mediadas por estos cationes entre las porciones polares de 
las molêculas adyacentes. En los mutantes rugosos, la delecciôn 
de la parte distal de la cadena de polisacarido, acorta estas 
proyecciones polares y alteran tanto el grosor como el entre- 
cruzamiento de esta barrera.
Las estirpes lisas de estas bacterias Gram-negativas 
pueden resultar protegidas de la lisis al reaccionar con anti- 
cuerpos y complemento a una cierta distancia de la membrana 
externa (REYNOLDS y PRUUL, 1971) e igualmente se protegen del
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daho causado por el complemento sdlo (WILSON y SPITZNAGEL, 1968) , 
mientras que en las rugosas esto no sucede (FEINGOLD y cols,
1968), ya que su pared celular résulta alterada y también, 
finalmente, su membrana citoplasmica con la subsiguiente lisis. 
Las estirpes lisas al ser tratadas con âcido etilendiamino-tetra- 
acetico (EDTA), con Tris-hidroximetil-amino-metano,o con ambos^ 
también se hacen sensibles a sueros inmunoespecificos (REYNOLDS 
y PRUUL, 1971) y despuês de que se altéré la capa protectora 
del lipppolisacarido por polimixina (PRUUL y REYNOLDS, 1972).
El lipopolisacârido actua como receptor de fagos en 
bacterias Gram-negativas (LINDBERG y HELLERQUIST, 1971) y esta 
especificidad reside en los azucares terminales de la molêcula.
Resumiendo, esta capa constituye una barrera hidrô­
fobica de la pared celular externa, y estâ anclada a una dis­
tancia fija de la membrana citoplâsmica por molêculas de lipo­
proteina.
Ademâs, de todo esto, algunas bacterias acuâticas y 
otras del rumen, tienen otra capa externa de carbohidratos 
(CHENG y COSTERTON, 1973) como se ha podido ver por tinciôn 
con rojo de rutenio y criocorrosion. Estas capas también han 
sido encontradas en algunas especies de Myxobacterium (PATE 
y ORDAL (1967). Otras bacterias pueden poseer una envuelta 
externa proteica, tal como el Spirillum serpens (BUCKMIRE y 
MURRAY, 1970, 1973). La principal funciôn de esta capa es la 
de protéger a las bacterias en medios y condiciones adversas; 
en el caso citado, la capa proteica puede protegerle del ataque 
del Bdellovibrio (BUCKMIRE, 1971).
II. AISLAMIENTO DEL LIPOPOLISACARIDO
Hasta aquî hemos visto la localizaciôn de las molê- 
culas endotôxicas y quê papel representan en las estructuras 
perifêricas de algunas cêlulas procariontes, logicamente un 
paso sucesivo en su estudio teorico serâ conocer los distin- 
tos mêtodos de aislamiento, que en el présente capitule vamos 
a resumir teniendo en cuenta los distintos apartados que cabe 
diferenciar de acuerdo con la extracciôn, purificaciôn y ana- 
lisis del grado de pureza.
1.- Extracciôn
La ruptura de la interacciôn del lipopolisacârido 
con la membrana externa y la consiguiente solubilizaciôn de  ^
êste se consigne fundamentalmente mediante la utilizaciôn de 
disolventes, quelantes de cationes divalentes, detergentes, 
alta fuerza ionica, o agentes caotropicos.
Ya en el siglo pasado, PÀMUM (1859) -dejando auto- 
lisar cultivos bacterianos- observô la liberaciôn de sustan- 
cias endotôxicas al medio. Algo mas tarde CENTANNI (1894), con 
el mismo fin, utilizaba agua a 60° C. De hecho, actualmente se
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ha llegado a observar la liberaciôn espontanea de lipopclisa- 
caridos bacterianos, al medio, dependiendo de las condiciones 
de crecimiento (KNOX y cols. 1966).
Los primeros procedimientos de extraccion diferencial 
se deben a BOIVIN y cols. (1933), quienes utilizaron acido tri- 
cloroacetico 0.25 M a 4° C. Este mêtodo da lugar al aislamiento 
del antigeno 0, que contiene lipopolisacarido, proteina y lipi- 
do. Este tipo de extraccion se aplica, habitualmente, a estir- 
pes bacterianas de caracter liso, ya enteras o a sus envueltas 
celulares aisladas (BOIVIN y MESROBEANU, 1935, STAUB, 1965,
TSANG y cols. 1974^ mientras que un procedimiento de extracciôn 
mas suave, con dietilenglicol, (MORGAN, 1937, MORGAN y PARTRIDGE 
1942) o con 50% de piridina o glicol (GOEBEL y cols. 1945, BA­
KER y cols. 1949) es empleado frente a un numéro mas restringi- 
do de estirpes en las que esta extracciôn ha de ser mas delica- 
d a .
PALMER y GERLOUGH (194 0) -para la extracciôn de sus- 
tancias endotoxicas- introdujeron una tecnica en la que se em- 
plea fenol al 95%. Sin embargo, el procedimiento mas extendido 
de extracciôn de los lipopolisacaridos bacterianos, tanto de 
estirpes lisas como rugosas, es el de fenol-agua al 45% (WEST- 
PHAL y cols. 1952, WESTPHAL y JANN, 1965). Este mêtodo se puede 
aplicar a partir de células enteras (FENSOM y GRAY, 1969, HAR­
TLEY y cols. 1974, MORRISON y LEIVE, 1975) o tambiên utilizan- 
do tan solo las envueltas celulares (HOLME y cols. 1968, FENSOM 
y GRAY, 1969; FULLER y cols. 1973; HOLLINGDALE, 1975). Usando 
este procedimiento, en la fase acuosa se obtiene ademâs del 
lipopolisacarido, antigeno O y acidos nucleicos. Tambiên, en 
algunas bacterias Gram-negativas, se extraen asi antîgenos cap-
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sulares tales como el K y el Vi 6 un âcido colanico (GOEBEL, 1963] 
todos ellos, por lo general^ son polisacaridos acidos (LUDERITZ 
y cols. 1968).
Si las bacterias se tratan previamente con tricloro- 
acetico, antes de la extracciôn con fenol, no existe contami- 
naciôn de âcidos nucleicos (O'NEILL y TODD, 1961); y resulta- 
dos semejantes se obtienen cuando las bacterias se tratan pre­
viamente con formaldehido.
Este me^todo de extracciôn del lipopolisacarido con 
fenol-agua se ha ensayado con exito frente a muchas especies 
de bacterias tales como las indicadas a continuaciôn y cuya 
referenda se incluye para quellos interesados especificamente 
en el tema; Brucella abortus y B. melitensis (RENOUX y cols.
1973), Coxiella burneti (BACA y PARETSKY, 1974), Rhodopseudomo- 
nas viridis (WECKESSER y DREWS, 1974), Thiobacillus ferroxidans 
(VESTAL y cols. 1973), Vibrio cholerae (GUHATHAKURTA y DUTTA,
1974), Yersinia pseudotuberculosis (SAMUELSSON y cols. 1974) , 
Yersinia pestis (HARTLEY y cols. 1974) , Bacteroides melanino- 
genicus, Fusobacterium fragilis y Sphaerophorus necrophorus 
(HOFSTAD y cols. 1972), Myxococcus fulvus (ROSENFELDER y cols. 
1974), Neisseria meningitidis (JENNINGS y cols. 1973), Rhizo- > 
bium trifolii (RUSSA y LORKIEWICZ, 1974), Pseudomonas diminuta,
P. pavonaceae, P. rubescens, P. stulzeri y P .syncyanea (WILKIN­
SON y cols.1973), P. alcaligens (KEY y. cols. 1970), Salmonella 
typhi (RAYNAUD y cols. 1973) y Salmonella newington (RYAN y 
CONRAD, 1974). MAYBERRY-CARSON (1974) utilizan este metodo 
para la extracciôn del lipopolisacarido de un Mycoplasma del 
Thermoplasma acidophilum.
Todos estos autores, anteriormente citados, extraian 
el lipopolisacarido casi exclusivamente de la fase acuosa; sin 
embargo HICKMAN y ASHWELL (1966), RAFF y WHEAT (1968) y KASAI
y NOWOTNY (1967) al estudiar, respectivamente, altunas cepas
<>
de Xanthomonas campestris, Citrobacter y un mutante rugoso sin 
heptosas de Salmonella minnesota, encontraron que los lipopoli­
sacaridos correspondientes se obtenian casi exclusivamente de 
là fase fenolica y no de la acuosa. Quizâ sea de interês sena- 
lar, en este caso, una caracteristica comun de estos lipopoli­
sacaridos, como es su marcada naturaleza lipofilica condicio- 
nada por su alto contenido en N-acetilaminodeoxihexosas (X. cam­
pestris y Citrobacter) o por el gran contenido de lipido A (70% 
en el caso de un mutante R) y a ello se puede deber su anômala 
distribuciôn entre el fenol y el agua. Tambiên, mas reciente- 
mentey extraerian lipopolisacaridos especificamente de la fase 
fenolica, otros autores como LEONG y cols. (1970) usando B .abor­
tus , B. melitensis y B. suis; HURVELL (1973) con B. abortus y 
Yersinia enterocolitica; WECKESSER y cols. (1973) con Rhodopseu- 
domonas palustris; DENEKE y COLWELL (1973) con Vibrio marinus, 
y WECKESSER y cols. (1974) con Anabaena variabilis (un alga 
filamentosa azul-verdosa).
/
Por/otra parte, para la extracciôn de lipopolisacari­
do de mutantes rugosos y de glicolipidos/GALANOS y cols. (1969)^ 
han desarrollado un mêtodo que consiste en el tratamiento de 
bacterias secas con una mezcla de fenol, clorôformo y eter a 
10-20° C. Estas preparaciones, solubles en agua, tienen una baja 
contaminaciôn de proteinas y acidos nucleicos. El procedimiento 
ha sido aplicado para la extracciôn del lipopolisacarido de 
E. coli K-12 (BOMAN y MONNER, 1975), Salmonella T2 (BRÜNETEAU 
y cols. (1974), S. typhi R2 (RAYNAUD y cols. 1973) y Vibrio
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marinus (DENEKE y COLWELL, 1973) entre muchos otros.
Tambiên RIBI y cols. (4959, 1961, 1964) introdujeron 
un metodo de aislamiento de lipoplisacaridos mediante extrac­
ciôn en mezclas eter-agua. El lipopolisacarido asi obtenido se 
diferencia del extraido mediante fenol-agua, en que tiene menos 
lipido firmemente unido, aunque la actividad biolôgica de ambos 
résulta semejante. Este procedimiento se ha utilizado con êxito 
en la obtenciôn del lipopolisacarido de B. abortus (FOSTER y 
RIBI, 1962, LEONG y cols. 1968) y B. canis y B. suis (BOWSER 
y cols. 1974).
Otros métodos de extracciôn basados tambiên, como los 
anteriores, en las caracteristicas diferenciales de solubili- 
dad del lipopolisacarido son el de extracciôn con butanol-agua 
de MORRISON y LEIVE (1975) con el que se han obtenido buenos 
rendimientos en Escherichia coli.
Finalmente, otros tipos de têcnicas han sido usadas 
para la obtenciôn de lipopolisacaridos; entre ellos la de WAL­
KER (1940), utilizando un agente caotropico para la extracciôn 
del lipopolisacarido (urea 2.5 molar) y la de ADAMS (1967), con 
dimetilsulfoxido caliente, aplicada para la extracciôn de estas 
substancias a partir de bacterias complétas y de envueltas ce­
lulares aisladas. El contenido de azucares y acidos grasos del 
lipopolisacarido asi conseguido era similar al obtenido mediante 
extracciôn con fenol-agua.
Otro grupo de investigadores (RAYNAUD y cols. 1949, 
1973) han utilizado una alta fuerza ionica, como la mezcla de 
cloruro sodico 1 M - citrato sôdico 0.1 M, para obtener endoto-
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xina, a partir de Salmonella typhi, S. typhi R2 y S. minnesota 
R595 y después hacen un estudio comparativo de las endotoxinas
f
extraidas por este metodo, con aquellas obtenidas por otros 
procedimientos.
Tambiên se han utilizado agentes quelantes de cationes 
divalentes (etilen-diamino-tetraacetico) para separar el lipo­
polisacarido de la membrana externa de Ps. aeruginosa (ROGERS 
y cols. 1969)y de S. enteritidis (CHIPLEY, 1974) y de E. coli
(LEIVE, 1965, LEIVE y cols. 1968), rompiendo la estabilidad
++
entre las posibles interacciones iônicas mediadas por Mg 
NOWOTNY y cols. (1963) utilizaron, con este mismo proposito 
un detergente cationico como el Bromuro de cetiltrimetil-amonio.
2.- Purificaciôn
Los procedimientos de purificaciôn de extractos cru- 
dos de lipopolisacarido se basan principalmente en precipita- 
ciones selectivas, separaciôn por tamaho molecular y degrada- 
ciôn de contaminantes por tratamiento con enzimas hidroliti- 
cos especîficos.
Un procedimiento de purificaciôn bastante extendido 
y que se utiliza despuês de diferentes metodos de extracciôn, 
es el de precipitaciôn con etanol o metanol (PANUM, 1859, CEN- 
TANNI, 1894, RAISTRICK y TOPLEY, 1934, MORGAN, 1937, PALMER y 
GERLOUGH, 1940, WALKER, 1940, GOEBEL y cols. 1945, WESTPHAL 
y cols. 1952, DAVIES, 1956, RIBI y cols. 1959, NOWOTNY y cols. 
1963, HOMMA y ABE,1972, RENOUX y cols. 1973, HURVELL, 1973). 
Aslmismo, con idêntico fundamento, se ha utilizado la precipi­
taciôn con acetona del lipopolisacarido (MORGAN, 1937, PALMER 
y GERLOUGH, 1940, WALKER, 1940, ADAMS, 1967, TSANG y cols.
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1974, BOMAN y MONNER, 1975, STEAD y cols. 1975). Por otra 
parte, MILES y PIRIE (1939) emplearon SO^ (NH^)2 para preci- 
pitar la endotoxina, mientras que CHERMANN y cols. 1967, 
RAYNAUD y cols. 1973 purifican lipopolisacaridos mediante 
precipitaciôn con polietilenglicol. Un metodo que résulta 
original es el de OSBORN, 1963, quien para la purificaciôn 
de lipopolisacaridos de mutantes rugosos utiliza la preci­
pitaciôn de estas molêculas por iones magnesio, pero su 
empleo parece muy restringido.
De todos los métodos consultados el que résulta 
mas extendido es el de sedimentaciôn de los extractos cru- 
dos en ultracentrifuga (WESTPHAL y cols. 1952). Consiste en 
ultracentrifugaciôn de las muestras -a 105.000 xg durante 
3 horas- el sedimento résultante se vuelve a resuspender 
en agua y es centrifugado otra vez en idéhticas condiciones. 
En el sobrenadante quedan los âcidos nucleicos, y otros po­
lisacaridos. Este método se ha seguido utilizando sucesiva- 
mente con muy distintos lipopolisacaridos bacterianos como 
se puede ver por la extensa bibliografia consultada (FENSOM 
y GRAY, 1969, KEY y cols. 1970, FULLER y cols. 1973, JENNINGS 
y cols. 1973, VESTAL y cols. 1973, WECKESSER y cols. 1973, 
WILKINSON y cols. 1973, HARTLEY y cols, 1974, WECKESSER y 
DREWS, 1974, BACA y PARETSKY, 1974, SAMUELSSON y cols. 1974, 
TSANG y cols. 1974, BRUNETEAU y cols. 1974, WECKESSER y cosl. 
1974, RUSSA y LORKIEWICZ, 1974, PREHM y cols. 1975, OKUDA y 
cols. 1975, STEAD y cols. 1975, HIRT y ROBIE, 1975, BOMAN y 
MONNER, 197 5
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Un perfeccionamiento del metodo ha sido propuesto 
por 0RSKOV y cols. (1963), quienes utilizaron el bromuro de 
cetiltrimetilamonio (detergente cationico) al 0.2% para preci- 
pitar, del sedimento obtenido por ultracentrifugaciôn del li­
popolisacarido crudo, los residuos de acidos nucleicos y poli­
sacaridos acidos contaminantes. Este procedimiento ha sido 
utilizado mas recientemente por RAYNAUD y cols. (1973) y GUHATHA­
KURTA y DUTTA (1974).
En ocasiones se realiza una digestion previa del 
extracto crudo con enzimas hidroliticos como pronasa (RAYNAUD 
y cols. 1973, MORRISON y LEIVE, 1975, OKUDA y cols.1975) o 
distintas nucleasas (HOFSTAD y cols. 1972, HURVELL, 1973, RYAN 
y CONRAD, 1974, SUGIYAMA y cols. 1974, HARTLEY y cols. 1974, 
STEAD y cols. 197 5, OKUDA y cols. 197 5). A continuaciôn sigue 
la ultracentrifugaciôn o bien se aplica una separaciôn de los 
productos de digestiôn mediante dialisis; o mejor aûn, por la- 
vado a travês de ultrafiltros diaflo XM 100 (RUBIO y LOPEZ,
1972, MORRISON y LEIVE, 1975).
Finalmente, se ha utilizado tambiên la cromatografia 
sobre gel en columna para conseguir una separaciôn -por tama- 
hos moleculares- del lipopolisacarido, acidos nucleicos y 
otros contaminantes de menor tamaho. En este sentido ROGERS y 
cols. (1969) por una parte y HANNECART-POKORNI y cols. (1970) 
por otra, han utilizado Sephadex G-200 y practicando la eluciôn 
del lipopolisacarido (en ambos casos) en el volumen de exclusiôn 
Asimismo se han purificado lipopolisacaridos por filtraciôn a 
travês de Sepharosa 2 B (ROMANOWSKA, 1970, RUSSA y LORKIEWICZ 
1974, HIRT y ROBIE, 1975), Sepharosa 4B (ROMANOWSKA, 1970,
3CHERMANN y cols. 1971, RUBIO y LOPEZ, 1971, HARTLEY y cols. 
1974, TSANG y cols. 1974, MORRISON y LEIVE, 1975) y Sepharosa 
6B (JENNINGS y cols. 1973). Otros autores han utilizado colum- 
nas de bolas de cristal CPG-10-2000 A (SUGIYAMA y cols. 1974).
3.- Criterios de pureza
La falta de una definiciôn précisa que limite las 
caracteristicas estructurales de una endotoxina y el que no 
existan criterios de pureza de caracter normalizado dificul- 
ta mueho el estudio de la estructura de los lipopolisacari­
dos. Hasta ahora el criterio de pureza utilizado con mas 
frecuencia ha sido la ausencia de contaminaciôn con materiales 
citoplâsmicos  ^ taies como âcidos nucleicos, pero este criterio 
deja bastante que desear y por eso en ocasiones se ha acudido
a estudiar la homogeneidad por cromatografia en gel y a su
analisis inmunoelectroforetico (JENNINGS y cols. 1973).
Tambiên algunos autores han utilizado la actividad
biologica como un criterio de pureza, pero êsta puede presen­
ter una gran variabilidad.
Para lipopolisacaridos procédantes de mutantes sin 
heptosas, se ha usado como criterio de pureza la cromatografia 
en capa fina y de intercambio de iones (KASAI y NOWOTNY, 1967, 
ROONEY y GOLDFINE, 1972).
En este sentido BOMAN y MONNER (1975) sugieren que 
la cromatografia de lipopolisacaridos, sobre papel, puede tam­
biên utilizarse con propositos de conocer el grado de pureza.
Bajo un punto de vista critico estas pruebas de 
pureza no parecen muy consistantes, sobre todo cuando suele 
presentarse heterogeneidad en los propios parâmetros fisicos 
de las preparaciones como veremos mas adelante.
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III. ESTRUCTURA FISICA DEL 
LIPOPOLISACARIDO
Para ir profundizando en las propiedades de las en­
dotoxinas se hace preciso empezar por conocer la estructura fisica 
de sus molêculas, lo que nos permitirâ ir caracterizando a los di­
ferentes lipopolisacaridos. Con este propêsito se han aplicado va­
rias têcnicas de uso comûn en el estudio del tamaho, forma y homo­
geneidad de las distintas macromoleculas biolôgicas; para ello se 
ha acudido a estudios de espectroscopîa, electromicroscopia y ul­
tracentrifugaciôn analitica, de cuyos datos damos idea a continua­
ciôn .
1.- Microscopia electronica
Hace casi un cuarto de siglo que SCHRAMM y cols.
(1952) encontraron, por electromicroscopia^dos aspectos morfolo- 
gicos completamente distintos para el lipopolisacarido aislado de 
E. coli; a pH neutro, este lipopolisacarido aparecîa bajo la forma 
de gotas de unos 100 X, mientras que a pH bâsico se producian lar- 
gas cintas. En un estudio posterior con lipopolisacarido de este 
mismo E. coli (WEIDEL y cols. 1960) y con el de Bordetella pertussis 
(MILNER y cols. 1963) fue observada una morfologîa similar; sin em­
bargo BEER y cols. (1966) encontraron que/en el lipopolisacarido de
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E. coli,cuando se extraia con âcido tricloroacêtico, aparecian 
diversidad de formas (aspecto de disco, filamentos, gotas, etc.).
Esta variabilidad ha llevado a MILNER y cols;; (1963) 
ha sugerir que el aspecto morfologico dél lipopolisacarido es 
la consecuencia de que se trata de un agregado micelar de sub- 
unidades de lipopolisacarido lineales que pueden orientarse 
de distinta forma segûn las circunstancias. Sin embargo, ROTH- 
FIELD y cols. (1966, 1967) encontraron evidencia, al microsco- 
pio electronico, de que las molêculas de lipopolisacarido apa­
recian incluidas en algo semejante a una bicapa y asi, estos 
autores, sugirieron que el lipopolisacarido estaba formando 
una estructura bimolecular ordenada.
Este modèle viene expresado en la figura 4 y fuê 
utilizado por LOPES e INISS (1970) para explicar la estructu­
ra del lipopolisacarido de una cepa aviar de E. coli 018. El 
acido fosfotungstico utilizado en la tinciôn negativa no péné­
tra en la parte central hidrofobica, mientras que puede quedar 
algo atrapado entre las cadenas latérales del lipopolisacarido 
dando lugar a una zona ligeramente tehida a ambos lados de la 
zona central.
Por otra parte, SHANDS y cols. (1967) estudiaron la 
morfologîa del lipopolisacarido extraido de las paredes celula­
res de diferentes cepas de Salmonella typhimurium por el proce­
dimiento de fenol-agua. Las bacterias utilizadas fueron; a) una 
cepa salvaje cuyo lipopolisacarido posee lipido A, polisacârido 
central y cadenas latérales de antigenicidad 0; b) una cepa mu­
tante (RII TV119), cuyo lipopolisacarido esta compuesto de li­
pido A y de polisacarido central, pero que carece de las cadenas
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28
latérales de especificidady y c) la cepa SL1102^ un mutante sin 
heptosas, que esta compuesto casi exclusivamente del lipido A. 
En el lipopolisacarido de esta cepa el âcido 3-deoxi-D-mano- 
octulosonico (KDO) es el unico azucar detectable (LUDERITZ y 
cols. 1966).
El lipopolisacarido de la cepa salvaje, cuando se
tihe positivamente con acetato de uranilô, aparece como cintas 
o
planas, de 160 A de diametro. La estructura es lineal con rami- 
ficaciones. Varias manipulaciones (ultrasonidos y reacciôn con 
anticuerpos antiantigeno y marcados con ferritina) indican que 
el lipopolisacarido forma un polimero trilaminar, y el que no 
aparezca como tal -en algunas ocasiones- es debido a su ten- 
dencia a quedar orientado horizontalmente. El lipopolisacarido 
de la cepa mutante TVIIO tiene una apariencia y dimensiones si- 
milares a aquellas de la estirpe salvaje excepte por su tenden- 
cia a cqregarse y porque las estructuras trilaminares se yuxta- 
ponen. El lipopolisacarido de la cepa SL1102 aparece, ya como 
vesiculas formadas de laminas, ya como estructuras trilaminares 
Observaciones parecidas a estas han sido efectuadas por otros 
autores con lipopolisacaridos derivados de diferentes bacterias 
Gram-negativas (BLADEN y cols. 1967; KNOX y cols. 1967; BURGE y 
DRAPER, 1967); ello hace suponer que esta estructura trilaminar 
es bastante general entre los lipopolisacaridos de muchas espe­
cies bacterianas.
Tambiên, por otra parte, SHANDS y cols. (1967), DE 
PETRIS (1967) y BURGE y DRAPER (1967) han sugerido que, en me­
dio acuoso, el lipopolisacarido existe como una bicapa. s
bases para tal conclusiôn estan apoyadas en considère io
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teoricas y en la similitud que existe entre ciertas prepara­
ciones de lipopolisacarido y las laminas de fosfolipidos. La 
existencia del paralelismo entre ambos tipos de substancias 
résulta obvia, ya que ambas molêculas son anfipâticas y en 
medio acuoso orientan sus residuos polares y no polares de 
tal forma que los ûltimos se escapan del agua mientras que 
los primeros permanecen en ella. Para el lipopolisacarido, 
tal comportamiento puede dar lugar a la formaciôn de bicapas 
con el lipido en el centre y con polisacaridos en ambas partes 
Con ello, el lipopolisacarido tendrîa, por lo tanto, una estruc­
tura similar a la de los fosfolipidos dando lugar a las image- 
nes trilaminares del microscopio electronico. La Figura 5 mues- 
tra el modelo de estructura trilaminar propuesto por SHANDS y 
cols. (1967) para el lipopolisacarido de S. typhimurium.
Hay algunos datos que son consistentes con el modelo 
propuesto y dan apoyo a estas consideraciones teoricas. Prime- 
ramente, la estabilidad de una suspensiôn acuosa de lipopoli­
sacarido parece estar directamente relacionada con su contenido 
en polisacaridos, sugiriendo que esta porciôn molecular estâ 
verdaderamente en la fase acuosa/y en segundo lugar, marcando 
con anticuerpos conjugados con ferritina los polisacaridos del 
antigeno 0, se ve que estos se localizan en la parte externa 
de la cinta. Estas observaciones parecen indicar claramente 
que el polisacarido estâ en la superficie de la particula, pero 
tan solo podemos suponer que el lipido esta eh el interior ya 
que no encontramos pruebas directas para fijar su localizaciên 
estructural.
Precisando un poco mas, y admitiendo a la estructura 
trilaminar, BURGE y DRAPER (1967), propusieron para el lipopo-
3ü
Fig. 5.- Modelo en bicapa propuesto por SHANDS para el LPS
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lisacarido de Proteus vulgaris unas dimensiones de 70 A de an- 
chura y teniendo , ademas, unos 15 A, de polisacarido, que se 
situan a ambos lados. SHANDS y cols. (1967), comparando las 
dimensiones del lipopolisacarido de la cepa salvaje de S . typhi­
murium con el de cepas déficientes en polisacarido, sugierieron 
que la estructura trilaminar consiste en una,bicapa lipidica en 
la que el polisacarido central de la molecula contribuye a las 
lineas densas externas y que el polisacarido 0 no formaria par­
te de la estructura visible, sino que se extiende a partir de 
ella. Ademâs, en el mutante sin heptosas,estas estructuras 
tienen 60 X de anchura, mientras que en la estirpe salvaje y
o
el mutante RII aparecen mas anchas y llegando hasta 90 A.
Actualmente, para el lipopolisacarido derivado de S. typhimurium
0 ^
se admite que el lipido ocupa unos 40 A y unos 15 A a cada parte 
ocupado pp^r^eJL polisacarido central. '
El examen al microscopio electronico de lipopolisaca­
ridos de distintos microorganismos muestra que existen unas si­
militudes morfologicas muy grandes entre ellos teniendo todos
o
forma acintada y medidas de 50-90 A de ancho. Asi se ha compro- 
bado en diferentes estirpes de E. coli (BEER y cols. 1966, LO­
PES e INISS, 197 0; McINTIRE y cols. 1967; MERGENHAGEN y cols. 
1966; RIBI y cols, 1966; RUDBACH y cols. 1966; WEIDEL y cols. 
1960), Salmonella typhimurium (ROTHFIELD y HORNE, 1967, SHANDS 
y cols. 1967; LOPES e INNISS, 1970), Treponema pallidum (JACK­
SON y ZEY, 1973), Bordetella pertussis (RIBI y cols. 1966), 
Yersinia pestis (HARTLEY y cols. 1974) y Thermoplasma acidophi­
lum (MAYBERRY-CARSON y cols. 1975).
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En cuanto al tratamiento de estos lipopolisacaridos, 
con detergentes se ha comprobado que los disgrega en subunida- 
des mas pequehas, debido a que se desplazan las interacciones 
hidrofobicas que entre ellos existen. Asi OROSZLAN y MORA (1963) 
ponen de manifiesto que el tratamiento de la endotoxina de Se- 
rratia marcescens con el detergente dodecil-sulfato-sodico 
(SDS) disocia las particulas en subunidades que carecen de 
poder antitumoral. Sin embargo, al retirar el detergente, las 
subunidades se reagregan de nuevo en particulas tdxicas. Estos 
estudios dieron lugar a una relaciôn entre el tamaho y activi­
dad biologica del polimero de endotoxina. Asi, RIBI y cols.
(1966), disgregaron en subunidades las endotoxinas procédan­
tes de enterobacterias taies como Salmonella enteriditis (ob- 
tenida por el metodo del eter-agua), de dos estirpes de E. coli 
0113 y 0111; B 4 y una Bordetella pertussis (extraidos con fenol- 
-agua). La endotoxina del E. coli 0111:B4, al microscopio elec­
tronico, présenté un aspecto heterogeneo de largos filamentos, 
otros filamentos mas cortos y algunas formas esfericas. Cuando 
la trataron con deoxicolato sodico al 2%, los filamentos se 
disociaron en elementos que no se podian distinguir al micros­
copio electronico. Sin embargo, al retirar el deoxicolato sodi­
co por dialisis, se volvieron a reasociar los componentes en 
polimeros con forma filamentosa, adquiriendo una longitud quiza
o
algo menor que la endotoxina original (300 a 600 A de longitud
o 5
y 50 a 60 A de anchura), con un peso molecular de 5 x 10 a 
1,5 X 10^ daltons, calculado a partir de estas dimensiones.
Estudios de microscopia electronica en relaciôn con 
la endotoxina de Bordetella pertussis muestran una mezcla de 
varillas largas y cortas, con un diametro uniforme de 50 a 60
Ct
A de ancho. Al tratar con deoxicolato sodico y dializar, las
3 Q
<j
particulas obtenidas son de unos 300 a 400 A de largo y 50 a
o 5 6
60 A de ancho (5 x 10 a 10 daltons de peso molecular) .
La endotoxina extraida de S. enteriditis tiene forma
o
de varillas cortas de 50 a 60 A de diametro. El tratamiento 
con deoxicolato seguido de dialisis, no varia el tamaho de las
particulas y se ve que las particulas mas pequehas tienen una
o 5
longitud de 120 A (2 a 3 x 10 daltons), aunque las mas
numerosas son aquellas que tienen 200 - 250 A (300.000 - 600.000 
daltons). Una parte de estas varillas o bastoncillos son mas 
largas; équivalentes a un peso molecular de unos 10^ daltons.
Si esta preparaciôn se extrae con fenol-agua, se obtiene el li­
popolisacarido en forma de agregados muy largos. Se postula que 
los largos filamentos, constituidos por varias subunidades de 
endotoxina, se pueden disgregar mediante la acciôn del deoxi­
colato y despuês ligarse a proteinas del plasma, de tal modo 
que se mantienen en una forma disgregada y que carece de toxi- 
cidad.
En cuanto a otros tratamientos despolimerizantes, 
LOPES e INNISS (1969), utilizando el microscopio electronico, 
observaron el proceso de disgregaciôn de las estructuras acin- 
tadas del lipopolisacarido de una cepa de E. coli, mediante 
tratamientos con polimixina, en tanto que SHANDS y GRAHAM 
(1969) , al disolver el lipopolisacarido de S. typhimurium en 
0,5% de Tween 8 0, tambiên consiguen disgregar én cortos seg- 
mentos las largas cintas formadas por este tipo de substancias; 
comprobando, ademâs, que el lipopolisacarido se encuentra 
frecuentemente incluido dentro de gotas de Tween 80 y tambiên, 
que en algunas partes, estas lâminas se separan y dejan ver 
entre ellas -ocasionalmente- una fina linea de colorante.
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Ello parece sugerir que el Tween 8 0 ha penetrado en la regiôn 
hidrofôbica de la molêcula y ha separado las dos mitades. Por 
otra parte, tambieh la agitaciôn en agua saturada con eter 
dietilico (disolvente no polar) dâ lugar a la dispersiôn de 
las cintas de lipopolisacarido, y desorganiza algunas de las 
bicapas transfomandolas en monocapas. Esta gcciôn llega a 
disgregar las cintas de lipopolisacarido en pequehos discos; 
algunos de los cuales se tihen con la mitad de la densidad 
que la mayorîa. Este fenômeno tambiên se ha observado cuando 
el lipopolisacarido se disuelve en piridina acuosa o deoxico­
lato (SHANDS y GRAHAM,■1969).
Todo esto obliga, por lo tanto, a pensar en que las 
interacciones hidrof6 fcicas son las responsables, principlamente, 
de la uniên de las dos mitades de lipopolisacarido polimero; y 
tambiên, que estas fuerzas ocurren entre los lîpidos no polares 
que constituyen la parte interna de la bicapa. Asimismo, es pro­
bable que estas interacciones hidrofôbicas contribuyan a la po- 
limerizaciôn lineal del lipopolisacarido, ya que estos agrega­
dos se rompen por tratamientos que reducen la constante dielêc- 
trica del medio que las rodea.
HANNECART- POKORNI y cols. (1970 a y 1970 b) estudian 
al microscopio electronico el lipopolisacarido de Shigella flex- 
neri, cepa F 6 S del serotipo 5 b (extraido por el mêtodo de 
Boivin y purificado en coluna de G-200) y encuentran que apa­
rece como largos filamentos de longitudes y grosor variables, 
con un peso molecular entre 10 x 10^ daltons y 45 x 10^ daltons. 
Llama la atenciên el hecho de que estas estructuras filamento- 
sas no sean observadas hasta despuês de la purificaciôn del li­
popolisacarido y cabe pensar que, tal vez, se originen durante
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este proceso de purificaciôn, a partir de ciertas estructuras 
esfêricas que se aprecian claramente en la morfologîa del li­
popolisacarido crudo. Esta estructura macromolecular, la con- 
sideran formada por la repeticiôn de unidades menores -con un 
peso molecular de aproximadamente 150.000 daltons- unidas me­
diante una interacciôn hidrofobica que se origina en la parte 
lipîdica de la molêcula, entre cationes bivalentes y algunos 
grupos carboxilicos. Esta estructura "unidad", obtenida por 
degradaciôn del lipopolisacarido, mediante dodecilsulfato o 
deoxicolato sddicos aparece al microscopio electronico como 
filamentos largos y finos, de un grosor de 40 A, que estân 
junto a particulas globulares de diferentes formas. Asimismo, 
en presencia de concentraciones mas altas de estos detergentes, 
esta "unidad" se puede disgregar en subunidades de unos25.000 
daltons, lo que sugiere que tambiên estan unidas entre si por 
interacciones hidrofôbicas. Très ahos mas tarde, estos mismos 
autores (HANNECART POKORNI y cols. 1973) hacen un estudio fi- 
sico-quimico y de microscopia electronica sobre el modo de 
agregarse las subunidades para formar la "estructura unidad" 
y sus resultados sugieren que los agregados son de tipo mice­
lar, quedando los llpidos localizados en la parte central de 
estas estructuras (Fig. 6),
Posteriormente HARTLEY y cols. 1974, tambiên tratan 
el lipopolisacarido de Yersinia pestis con dodecilsulfato sô­
dico y comprueban que se reduce su tamaho a fragmentos muy pe­
quehos, no apreciables al microscopio electronico; una vez mas 
résulta asi confirmada la naturaleza agregada de-un lipopoli­
sacarido procedente de bacterias Gram-negativas. MAYBERRY-CAR­
SON y cols. (1975), al tratar el lipopolisacarido de Thermoplas­
ma acidophilum con 0,5 % de dodecilsulfato sodico, observan
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iCadena iateral de polisacarido 
|M=t1500,l = 17,0nm
Subunidad 
M= 25000,1= 41,6 nm
Distribuciôn de la subunidad 1S en la 10S
Interpretacion de la estructura en bicapa 
del filamento de lipopolisacarido. A) Colocaciôn 
de las subunidades en el LPS bi!amelar.-B)Repre- 
sentacion esquemdtica de una seccidn de LPS 
observada al microscopio electronico.
Fig. 6.- Estructura propuesta, por HANNEKART-POKORNI y cols, 
para el LPS de Shigella flexneri.
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que se convierte en filamentos muy pequehos, y en formas esfe- 
ricas o vesiculares, de tamaho de 30 a 100 A; estas ûltimas 
aparecen con mayor abundancia.
HIRT y VESTAL (1975), han hecho un estudio compara­
tivo de los distintos lipopolisacaridos obtenidos de Thiobaci­
llus ferrooxidans cultivados en distintos medios. El lipopo­
lisacarido obtenido de células cultivadas en medios con hierro, 
como fuente de energia, muestra en soluciôn acuosa una morfo­
logîa acintada, mientras que el procedente de células cultiva­
das en presencia de azüfre adquiere una forma vesicular o glo­
bular y por ûltimo, el obtenido a partir de células cultiva­
das en condiciones heterotrofas présenta simultaneamente ambas 
morfologias.
Tambiên en 1975, GARCIA y cols, han caracterizado 
el lipopolisacarido extraido de Fusobacterium necrophorum y 
han comprobado que êste, al microscopio electronico, présenta 
una estructura trilaminar en forma de cinta.
2. Ultracentrifugaciôn analitica
Utilizando datos fisicoquîmicos de sedimentaciôn en 
ultracentrifuga, coeficientes de difusiôn, viscosidad intrin- 
seca y volumenes especîficos parciales, tambiên han sido esti- 
madas la forma y dimensiones de las particulas de lipopolisa­
carido de varias especies bacterianas. RIBI y cols. (1966) han 
estudiado el lipopolisacarido extraido por el metodo del fenol- 
-agua de cepas de E. coli, asî como el extraido por el metodo 
del eter-agua de S. enteritidis. Las preparaciones de fenol- 
-agua se hacen mas homogeneas por la adiciôn de deoxicolato
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seguido de dialisis. Cada preparaciôn esta formada por agrega­
dos moleculares lineales y de dimensiones muy similares (28 - 
0 0 5
39 A por 1160 - 1225 A) y con un peso molecular de 5 x 10 a
1 X 10^ daltons ^ de 13 a 8 S ). Las subunidades obtenidas
por tratamiento con deoxicolato sodico poseen unas dimensiones,
c o
de unos 9,6 x 10,4 A por 220 - 259 A, un peso molecular de
3 3
8,8 X 10 - 10,7 X 10 daltons y un coeficiente de sedimenta­
ciôn (®20 0,94 - 1,04 S. Los coeficientes de difusiôn
los calculan segûn el metodo de SCHACHMAN (1957) y para cono­
cer las dimensiones de las molêculas, a partir de los datos 
fisicos, recurren a la relaciôn entre la razôn axial y la de 
fricciôn mediante la fôrmula de Perrin (SVEDBERG y PEDERSEN,194 0)
Por otra parte, OLINS y WARNERS (1967) estudiaron el 
lipopolisacarido extraido por el mêtodo del fenol-agua de Azo- 
tobacter vinelandii; êste estâ formado por dos componentes po- 
lidispersos con diferentes constantes de sedimentaciôn (^20 w ~
8 - 16 S y s._ = 70 - 100 S) . Tratando este material con
-ou fW ^ —   -------------------
EDTA (etilendiaminotetraacetato) se obtienen pequehas subuni­
dades homogeneas con un peso molecular de unos 134.000 daltons 
(S20 ^ de 5,66 S); en tanto que la dialisis en presencia de 
CaCl2 de estas subunidades dâ lugar a un polimero reasociado 
en el que su peso molecular se eleva a 973.000 d.(s^^ ^ de 16,7S) 
Tambiên, segûn hemos visto anteriormente, el dodecilsulfato sô­
dico condiciona bastante la disociaciôn del polimero, pero la 
subunidad mas pequeha se obtiene por la acciôn combinada de do­
decilsulf ato sodico y el quelante de cationes divalentes EDTA; 
asî se consiguen pesos moleculares de unos 65.000 d. (s^q ^ = 
3,59 S, una vez corregida por la uniôn de docecilfulfato) . Be­
gun estos autoresy esta uniôn del detergente a la molêcula habla-
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rîa en favor de la existencia de grupos cationicos adyacentes 
a la regiôn hidrofôbica, interpretaciôn muy discutible, que 
résulta en claro contraste con su comportamiento como una mo­
lêcula puramente aniônica, en expérimentes de electroforesis
y titulaciones potenciometricas, siendo los aniones fosfato y
++carboxilato los grupos responsables de la uniôn de iones Ca po- 
siblemente. Estos autores (OLINS y WARNERS, 1967) sugieren que 
una combinaciôn de interacciones ionicas, mediadas por iones 
calcio, e hidrofôbicas, son las responsables de la uniôn entre 
las distintas subunidades. Las medidas de velocidad y equili- 
brio de sedimentaciôn (WARNER, 1958, LABAR y BALDWIN, 1962; 
LUDLUM y WARNER, 1965) y las medidas de viscosidad caracterizan 
las especies moleculares asociadas y disociadas, como particu­
las bastante homogeneas y asimêtricas.
McINTIRE y cols. (1967) caracterizaron fisicamente 
el lipopolisacarido extraido de E. coli K-235, manteniendo la 
reversibilidad de la acciôn disociante del dodecil-sulfato 
sôdico, tanto por microscopia electronica como por estudios de 
sedimentaciôn en ultracentrifuga analitica. El lipopolisacarido 
en presencia de este detergente muestra un pico ûnico, con un 
coeficiente de sedimentaciôn ^ de 4,7 S, calculado segûn 
SCHACHMAN (1957). El peso molecular de la subunidad lo deter- 
minan con un espectrofotometro de dispersiôn de luz, siendo 
este de 410. 000 d. y una disgregaciôn a subunidades de un tamaho 
similar a este, la obtienen tambiên por medio de hidroxilami- 
nolisis y por introducciôn de, aproximadamente, 200 grupos sue- 
cinilo por cada molêcula. Con el primer procedimiento, la 
subunidad obtenida posee un s ^q ^ de 7,3 S, un peso molecular 
de 330.000 d ô 431.000 d,segûn se utilice la dispersiôn de luz 
o la ecuaciôn de Svedberg para calcularlc- En el segundo caso
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el S2q ^ es de 9,1 S y el peso molecular de 485.000 d. (por 
dispersiôn de luz). Todos estos resultados sugieren que las 
preparaciones son bastante homogeneas, pero que tienen un alto 
grado de asimetria molecular, lo que se deduce de los valores 
de S2q ^ relativamente bajos en comparaciôn con los pesos 
moleculares obtenidos por tecnicas de dispersiôn de luz.
Por otra parte WEISER y ROTHFIELD (1968) estudiaron 
los lipopolisacaridos de Salmonella typhimurium, estirpe sal­
vaje, y de S . typhimurium G-30 (déficiente en galactosa) .
Asi comprobaron que el primero posee molêculas con un s^q ^ 
de 98 S, mientras que en el segundo estos valores son de 63 S. 
Analisis en equilibrio de sedimentaciôn efectuado por el mêto­
do de YPHANTIS (1964) indican la existencia de un peso molecu­
lar medio aparente de 6 x 10^. La linea obtenida al represen-
tar graficamente los valores de concentraciôn (In C) frente a
2los de distincia radial (r ) aparece ligeramente curvada, lo 
que sugiere alguna heterogeneidad. Aunque la mayoria de las 
particulas son de 6 x 10^ d, existen algunos contaminantes de 
3 X 10^ a 6 X 10^ d. Cuando se disuelve el lipopolisacarido de 
la estirpe G-3 0 en un detergente neutro, isooctil-fenoxipoly- 
oxietilen-etanol (Triton X-100) al 0,1%, se observa una reduc- 
ciôn hasta un s ^q ^ de 3,5 S en comparaciôn con 1,5 S que tienen 
las micelas de Triton X-100 al 0,1% unicamente. Esta constante 
de sedimentaciôn résulta menos dependiente de la concentraciôn 
en-ausencia del detergente; alcanza una pendiente ligeramente 
positiva en la curva que se obtiene al representar graficamente 
las variaciones de concentraciôn frente a 1/S. Ademâs, expéri­
mentes de sedimentaciôn a equilibrio, con este detergente, mos-
2
traron una dependencia lineal de InC frente a r indicando que 
problamente se trata de un sistema monodisperso. El peso mole-
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oilar obtenido para el complejo lipopolisacarido-detergente 
fue 42.000 d. mientras que el del lipopolisacarido solo era 
de 19.000 d. Otros detergentes catlonicos o anionicos, no 
tuvieron efecto disgregante en el lipopolisacarido de magni- 
tud 63S. Finalmente^ estos autores (WEISER y ROTHFIELD, 1968), 
sugieren que son de gran importancia las interacciones no po- 
lares entre el lipido A y las moleculas adyacentes de lipo­
polisacarido, y que es probable que la particula 63 S repre­
sente una estructura micelar ordenada o cristalina liquida.
Esto estâ de acuerdo con estudios de microscopia electronica 
anteriores, en los que se indica que los lipopolisacaridos, 
en disolventes acuosos, originan estructuras laminares de 
tipo variable (ROTHFIELD y HORNE, 1967; SHANDS y cols., 1967).
Tambiên en 1967, RUDBACH y MILNER obtienen un coeficien- 
te de sedimentaciôn a 20° C (no corregido por concentraciôn 
ni viscosidad) para el lipopolisacarido de E. coli 0111: B4 
(Difco), que es mayor de 7S mientras que con dodecil-suifato se 
produce un coeficiente de sedimentaciôn de 1-2 S (las micelas 
de dodecil sulfate sodico tienen un coeficiente de sedimentaciôn 
de 1 S). LEIVE y cols. 1968, analizando fisico-quimicamente es­
te mismo lipopolisacarido, extraido con EDTA, detectan en ultra- 
centrifuga analitica dos picos, uno (F£.) muy amplio y heteroge- 
neo, con particulas de coeficientes de sedimentaciôn entre 10 
a 80 S (la mayor parte de 20 a 22S) y un segundo pico (F^) con 
un coeficiente de sedimentaciôn a concentraciôn cero de 5 a 5,5 
S. La heterogeneidad del pico F^ la eliminan mediante extrac- 
ciones con cloroformo-metanol y de esta manera, el examen por 
ultracentrifuga, muestra que el F^ es un pico simetrico con un 
coeficiente de sedimentaciôn de IIS mientras que el F2 sigue 
invariable. El analisis quimico révéla que ambas fracciones son 
lipopolisacaridos, difiriendo en que el F2 tiene un contenido 
de carbohidratos mayor (glucosa, galactosa, N-acetilglucosami- 
na y principalmente colitosa), mientras la composiciôn del F^
es similar a la obtenida por otros autores para esta misma 
estirpe bacteriana (EDSTROM y HEATH, 1967)
Asimismo, HANNECART-POKORNI y cols. (1970 b) obtienen 
para el lipopolisacarido de Shigella flexneri un coeficiente 
de sedimentaciôn de 170 S, y un peso molecular de 45 x 10^ d.
El coeficiente de sedimentaciôn (^20, de las unidades que 
forman este agregado (obtenidas por diversos procedimientos) 
es de 10,2 S y el peso molecular calculado por très metodos 
distintos -el de Svedberg (SVEDBERG y PEDERSON, 1940) , por 
gradiente de densidad en cloruro de cesio con ôptica de Schlie- 
ren y mediante dispersiôn de luz (NEUGEBAUER, 1943)- son 310.000 
250.000, y 252.000 d.respectivamente. Las subunidades obtenidas 
a partir de estas unidades superiores poseen un coeficiente de 
sedimentaciôn (s20,w) de 1,44 S y un peso molecular (calculado 
por el metodo de Svedberg) de 25.400 d. El polisacarido cbtenido 
por hidroxilaminolîsis tiene un coeficiente de sedimentaciôn 
(^20,w) de 3,8 y 84.000 daltons de peso molecular (metodo 
de Archibald, ELIAS, 1969), mientras que el polisacarido obte­
nido por hidrolisis con acido acético tiene 0.88 S de coefi­
ciente de sedimentaciôn y 9000 de peso molecular (metodo de 
Svedberg y Archibald).
Tambiên HANNECART POKORNI y cols. (1973) han deter- 
minado el s^g^w Y peso molecular del lipopolisacarido de Sal­
monella typhimurium (1,4 S y 18.000 d, respectivamente) y de 
Salmonella minnesota (1,48 S y 22.500 daltons); y mas recien- 
temente, HARTLEY y cols. (1974), han caracterizado el lipopo­
lisacarido de Yersinia pestis y han encontrado que su coefi­
ciente de sedimentaciôn (s^o/w) GS de 7 6,2 S y su peso mole­
cular -determinado por la ecuaciôn de Maldelkern (MALDELKERN 
y cols. 1974)- es de 1.6 x 10^ d.
Finalmente, en relaciôn con enterobacterias, MORRI­
SON y LEIVE (1975) determinan las constantes fîsicas del lipo-
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polisacarido de E . coli 0111:B4 extraido por el metodo de 
butanol-agua y las comparan con las del extraido por el 
procedimiento de Westphal. Ambos lipopolisacaridos dan, en 
ultracentrifuga analîtica, dos picos con distintos coefi­
cientes de sedimentaciôn {^23 > 8,3 S (LPS-I) y 16,8 S
(LPS-II) para el obtenido con feno^,y 8,3 S (LPS-I) y 13, 2 S 
(LPS-II) para el obtenido con butanol-agua. El peso molecular 
calculado por la relaciôn ® 2 5 , w ^  ^25,w Gs 1,3 x 10^ daltons 
y 9 X 10^ daltons en el primer caso, y de 1,5 x 10^ daltons
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y 7 X 10 daltons en el segundo. Los coeficientes de fricciôn 
(f/fo) indican que el LPS I en ambos casos es una particula 
en forma de varilla, mientras que el LPS II es menos asimê^- 
trica. El LPS-I parece tener las cadenas antigénicas latérales 
mas largas que el LPS-II, no consiguiendo disociarlo con 0.1% 
de dodecilsulfato sodico, ni con deacilaciôn.
En relaciôn con otras especies bacterianas de tipo 
no enterico hemos encontrado los trabajos de ROGERS y cols. 
(1969), quienes obtienen para el lipopolisacarido de Pseudo­
monas aeruginosa extraido por EDTA un coeficiente de sedimen­
taciôn no corregido de 4,1 S. En esta misma especie RUBIO y 
cols. (1973), estudiando las propiedades fîsicas del complejo 
proteina-lipopolisacarido, senalan un coeficiente de sedimen­
taciôn no corregido de 7,18 S y en presencia de deoxicolato 
a 1,37; pero sin embargo, no obtienen disgregaciôn del lipopo­
lisacarido con polimixina, ni con triton X-100.
Por otra parte, HIRT y VESTAL (1974) calculan los 
coeficientes de sedimentaciôn (^20,w) ds très tipos de lipo­
polisacarido extraidos de Thiobacillus ferrooidans, segûn 
esta bacteria se cultive en medios con hierro, azufre o glucosa
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y encuentran que estas molêculas tienen un coeficiente de se­
dimentaciôn de 28 0 S, 61 S y 128 S respectivamente.
3. Cromatografia en gel
Varies lipopolisacaridos de distintas especies bac­
terianas, entre elles el de Shigella sonnei y Shigella flex­
neri (ROMANOWSKA, 1970), Yersinia pestis (HARTLEY y cols. 1974), 
Serratia marcescens (TSANG y cols. 1974) , Escherichia coli 
0111;B4 (MORRISON y LEIVE, 1975) y las Salmonella typhi 0901, 
y Salmonella typhi R2 (RAYNAUD y cols. 1973) debido a su alto 
peso molecular, se eluyen en columnas de Sepharosa 4B en el 
volumen de exclusiôn.
Esto, sin duda, dificulta -en general- la determina- 
ciôn de sus tamanos moleculares por cromatografia en gel aunque, 
el lipopolisacarido de Salmonella minnesota se eluya -sobre 
Sepharosa 4B- en la zona correspondiente a un peso molecular 
de 10^ daltons y el lipopolisacarido de Escherichia coli K-235 
(en condiciones de disociaciôn con SDS al 0.5%) lo haga en co- 
lumna de agarosa al 0,4% en la zona correspondiente a un peso 
molecular de 400.000 daltons.
Utilizando geles con un limite de exclusiôn mayor, 
Sepharosa 2B, HIRT y VESTAL (1975) llegan a fraccionar las 
formas globulares de lipopolisacarido de Thiobacillus ferrooxi- 
dans, que tienen un peso molecular del orden de 10 - 20 x 10^ 
d. Tambiên los lipopolisacaridos de Thermoplasma acidophilum 
y de otros micoplasmas se eluyen en el volumen de exclusion 
de columnas de CPG-10-2000 (formadas por esfêrulas de vidrio 
o "glass beads"); ello parece indicar que se trata de pesos
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moleculares superiores a 1.200.000 d. Al someterlos a trata- 
mientos con dodecil-sulfato 6 cetilmetiltrimetilamonio, las 
particulas formadas quedan retenidas en columnas de CPG-10-7 00 
(limite de exclusiôn 300.000 d.), de acuerdo con su peso mole­
cular, que resultô ser de unos 67.000 d. cuando se comparaba 
con unos patrones de peso molecular conocido (MAYBERRY-CARSON 
y cols. 1974, SUGIYAMA y cols. 1974).
4. Heterogeneidad
Quizas la mayor dificultad para el estudio de las 
propiedades fisicoquimicas del lipopolisacarido ha sido la 
acusada polidispersidad encontrada en la mayorla de la prepa- 
raciones endotôxicas. La variabilidad de tamaho del lipopoli- 
sacdrido puede ser muy grande, como se ha podido comprobar por 
su comportamiento en ultracentrifuga analîtica (CLINS y WARNER, 
1967) o por sedimentaciôn en gradiente de sacarosa (BEER y cols 
1966) . Estimaciones de los pesos moleculares de estas moleculas 
de lipopolisacarido indican que estes pueden variar de 1 a 
20 X 10^ d. (SCHRAMM y cols. 1952, LUDERITZ y cols. 1966 b) .
La polidispersiôn de tamanos es particularmente caracteristica 
en los extractos de fenol-agua de bacterias Gram-negativas, 
pero tambiên se encuentran en esta situaciôn los extractos 
résultantes obtenidos por otros procedimientos.
No sôlo son heterogeneas en tamaho las !^reparaciones 
de lipopolisacaridos, sino tambiên en su carga superficial; 
lo que complica aûn mâs los aspectos relatives a su heterogenei­
dad.
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El lipopolisacarido se ha considerado generalmente 
como un polianiôn (SCHRAMM y cols. 1952; OROSZLAN y MORA, 1963, 
OLINS y WARNER, 1967); sin embargo, cuando se hace inmunoelec- 
troforesis, muchas de las preparaciones migran hacia el câtodo 
(McINTIRE y cols. 1967). Se han encontrado iones calcio y mag- 
nesio, en las preparaciones de lipopolisacaridos, (BURTON y 
CARTER, 1964). La carga neta superficial del lipopolisacarido 
depende un lado, del nûmero de grupos fosfatos présentes 
y por otro, del nûmero de iones y aminoacidos que comporta 
su molécula. Aunque se ha descrito para el lipopolisacarido 
de Escherichia coli homogeneidad de carga (SCHRAMM y cols. 1952) , 
muchas preparaciones son bastante heterogeneas, como se demues- 
tra por los complejos perfiles de eluciôn obtenidos con dife- 
rentes preparaciones de lipopolisacarido a travês de columnas 
de cambio de iôn (NOWOTNY, 1966).
McINTIRE y cols. (1969) encuentran heterogeneidad 
en las preparaciones de lipopolisacarido de E. coli K-235 al 
cromatografiarlas en presencia de deoxicolato sôdico a travês 
de Sephadex G-lOO, aunque anteriormente -con lipopolisacaridos 
de S. enteritidis y Aerobacter aerêgenes- no pudieran demos- 
trarla por cromatografîa en presencia de dodecil-sulfato sôdico 
(McINTIRE y cols. 1967).
RYAN y CONRAD (1974), estudiando el lipopolisacarido 
de Salmonella newington, tambiên observan una heterogeneidad 
estructural, que résulta debida principalmente a la distinta 
longitud de las cadenas antigénicas latérales. Estas diferentes 
molêculas las fraccionan en cromatografia sobre DEAE-celulosa 
-eluyendo, primero con Triton al 1% y luego, con un gradiente 
de cloruro sôdico en triton X-100- en total obtienen 7 frac-
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Clones que difieren entre si en la longitud de las cadenas de 
carbohidratos. Esta heterogeneidad, la explican los autores, 
al considerar que esta Salmonella newington, es capaz de sin- 
tetizar la cadena lateral de antigenicidad O y transferirla en 
diferentes grados de polimerizaciôn al polisacarido central. 
Concluyen que ninguna de sus fracciones ha alcanzado un grado 
de homogeneidad.
Recientemente, MORRISON y LEIVE (1975) han aislado, 
por cromatografla en Sepharosa 4B dos fracciones a partir del 
lipopolisacarido de E .coli 0111:B4; estas difieren en que una 
contiene cadenas mas largas que la otra. La fracciôn de peso 
molecular mayor no se disocia con detergentes, mientras que la 
otra si lo hace al emplear Triton X-100 6 dodecil-sulfato sô­
dico.
La heterogeneidad de un lipopolisacarido, dentro 
de un organisme, puede ser debida -en ocasiones- a una aso- 
ciaciôn reversible (NOWOTNY y cols. 1966, BEER y cols. 1966, 
RUDBACH y cols. 1967) pero, en otras, el fenômeno se produce 
por la presencia de fracciones verdaderamente distintas, dentro 
de un mismo organisme, como ha sido sugerido por varies auto­
res. Asl, k OELTZOW y CONRAD (1971), utilizando columnas de 
DEAE-celulosa y 1% de Triton X-100, encontraron dos fracciones 
en el lipopolisacarido de Aerobacter aerogenes; una de ellas, de 
cadenas latérales muy largas con alto contenido en carbohidratos 
y otra, de cadenas muy cortas, en la que no se obtenian tamanos 
moleculares intermedios. Fracciones de lipopolisacarido con di­
ferentes tamanos, se han obtenido tambiên de varias cepas de 
S. typhimurium y S . anatum (HSU y CONRAD, 1971). Este fenômeno
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parece ser comûn a varies microorganismos y sugieren la posi- 
bilidad de que estes lipopolisacaridos ocupen distintas posi- 
ciones en la membrana.
Varies autores -como BURTON y CARTER,(1964), ALAU- 
POVIC y cols. (1966) y TSANG y cols. (1974)- han observado 
heterogeneidad, en varies lipopolisacaridos extraidos por el 
metodo del fenol-agua a partir de distintas especies bacteria­
nas y sugieren que esta degradaciôn del lipopolisacarido puede 
ser una consecuencia del procedimiento de extracciôn empleado.
Con vistas a facilitar el estudio fisico-quîmico de 
estas molêculas, se han hecho grandes esfuerzos para remediar 
la polidispersidad de algunas de estas preparaciones de lipopo­
lisacarido. Entre ellos destacan; a) adiciên de solventes org^- 
nicos taies como piridina (LUDERITZ y cols. 1966 b ) ; b) adiciôn 
de detergentes o surfactantes seguida de dialisis (RIBI y cols. 
1966, BEER y cols. 1965); c) dialisis frente a agentes quelan- 
tes (OLINS y WARNER, 1967); d) empleo de ultrasonido (SHANDS 
y cols. 1967); y e) electrodialisis del lipopolisacarido y con­
version en sales que, en soluciones acuosas, puedan mantener 
un peso molecular y propiedades fisico-quîmicas constantes 
(GALANOS y LUDERTIZ, 1975).
5. Espectroscopia ultravioleta e infrarroja
Es dificil formarse un criterio invariable en el 
analisis espectroscopico UV de estas moleculas, sin embargo 
la ausencia de una banda de absorciôn a 260 nm de longitud 
de onda es considerada como criterio de pureza (RIBI y cols.
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1966, TSANG y cols. 1974, HOLLXNGDALE, 1975), aunque algunos 
autores (HANNECART-POKORNI y cols. 197 0) observan la presencia 
de un pequeho hombro a 260 nm, que se hace mas intense en los 
polisacaridos obtenidos despuês de una hidrolisis suave, y se 
acentua aûn mas despuês de hidrolisis fuerte. El tratamiento 
con nucleasas no modifica el espectro ultravioleta y ello hace 
poco probable que esta banda esté originada por la presencia 
de âcidos nucleicos, aunque si pudiera deberse, esta absor- 
ciên, a compuestos nucleotîdicos. Por cromatografia en capa 
fina se ha determinado que la citidina es el nucleotido mas 
abundante y varios autores sugieren que este nucleotido puede 
actuar de rhanera similar al de UDP-glactosa, TDP-ramnosa, 
GDP-manosa, y CDP-abecuosa, en el caso de Salmonella typhimurium 
como cofactor en la transferencia de monosacaridos al lipopoli­
sacarido durante la biosintesis de êste. (OSBORN, 1969; WEINER 
y cols. 1965; OSBORN y WEINER, 1968; OSBORN y YUANTZE-YUEN,
1968; CYNKIN y OSBORN, 1968, KENT y OSBORN, 1968).
En el caso del lipopolisacarido de Salmonella anatum, 
el nucleotido CDP no interviene en su formaciôn (WRIGHT y cols. 
1967; WRIGHT y cols. 1965, DANKERT y cols. 1966; BRAY y ROBBINS, 
1967; KANEGASAKI y WRIGHT, 1970).
Por otra parte, tambiên se han realizado estudios 
analiticos mediante espectroscopia infrarroja de distintos 
lipopolisacaridos bacterianos; Azotobacter vinelandii (OLINS 
y WARNER, 1967), Neisseria meningitidis (JENNINGS y cols. 1973), 
Serratia marcescens (TSANG y cols. 1974) , Yersinia pestis 
(HARTLEY y cols. 1974), Thiobacillus ferrooxidans (HIRT y 
VESTAL, 197 5), Microspolyspora faeni (HOLLINGDALE, 197 5) y 
otros. La interpretaciôn de estos espectros es bastante compli- 
cada, y la asignaciôn de bandas a los distintos grupos funcio- 
nales résulta, en ocasiones, un poco aventurada.
IV. ESTRUCTURA QUIMICA DEL 
LIPOPOLISACARIDO
En têrminos générales, un lipopolisacarido es un 
heteropolimero compuesto de las très regiones diferentes que 
se indican en la Fig. 7. De ellas, el antigène O (Regiôn I), 
esta formada por unidades repetitivas de oligosacaridos que 
contienen molêculas de azucares y agrupamientos quimicos es- 
pecificos, responsables del serotipo para cada microorganismo. 
Unida a esta porciôn antigênica se encuentra la regiôn II - ô 
nucleo central basai, que es comûn para el caso de las Salmo­
nella y algunas otras bacterias a nivel de genero. Por ûltimo 
la regiôn III constituye la parte lipidica de la molêcula y 
comunmente se la conoce como lipido A. Esta parte forma el 
extremo hidrofôbico de la molêcula, por el que se asocia con 
la membrana externa. El lipido A se puede obtener bastante com­
plete por hidrolisis suave con acido acêtico al 1% (FENSOM y 
MEADOW, 1970) .
Se han analizado los azucares constituyentes de muchos 
lipopolisacaridos bacterianos mediante hidrolisis previa del
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polisacarido seguida de un fraccionamiento por cromatografla 
en papel (o capa fina ) por electroforesis sobre papel o por 
cromatografia gas-liquido. En este ûltimo caso se hace precise 
realizar previamente una reducciôn con borohidruro sôdico y 
subsiguiente conversiôn de los productos en per-o-trimetilsilil 
derivados (OHASHI y YAMAKAWA, 1973). Asi se han identificado 
por lo menos 30 azucares distintos en el antigeno O de diferen­
tes bacterias Gram negativas. (Cuadro I). Ademas de lo enumera- 
do en esta tabla, hay un componente bastante frecuente; el 
acido 3-deoxi-D-mano-octulosonico (KDO) descubierto por prime­
ra vez en el lipopolisacarido de E . coli 0111 por HEATH y 
GHALAMBOR (1963). Esta molêcula puede identificarse, general­
mente, por la reacciôn del âcido tiobarbiturico y tambiên, a 
veces, por su movilidad en cromatografia o electroforesis sobre 
papel (ELLWOOD, 1966, 1968). Sin embargo, esta reacciôn no es 
especifica del KDO, ya que todos los acidos 2-ceto-3-deoxial- 
donicos pueden dar esta reacciôn (GIELEN, 1968, CLAUS, 1965).
La uniôn cetosidica del KDO es âcido lâbil, mientras que la 
uniôn glicosidica de é^ste a otro azucar (por ejemplo heptosa) 
es bastante estable a la hidrolisis acida.
La fosforiletanolamina es tambiên un constituyente 
de lipopolisacaridos procedentes de estirpes de Salmonella y 
E. coli (IKAWA y cols. 1953, GROLLMAN y OSBORN, 1964) .
De acuerdo con la composiciôn de los azucaresgue existe: 
Gn los lipopolisacaridos, se han clasificado diversas bacte­
rias Gram-negativas en distintos quimotipos. Casi todos los 
lipopolisacaridos contienen 5 ô mas azucares constituyentes, 
siendo los mas frecuentes glucosamina, heptosa, KDO, galactosa 
y glucosa; estos, por lo general, integran la parte central
CUADRO I.- Diferentes molêculas de carbohidratos, encontradas como componéntes de 
lipopolisacaridos microbianos, con indicaciôn de su origen y referencia 
bibliografica.
ESTRUCTURA CONFIGURACION NOMBRE VULGAR PRESENCIA EN MICROORGANISMOS
Hexosas
6-0-Acetil-hexosa
6-O-metil-hexosa
3-O-metil-hexosa
6-Deoxihexosas
3-0-metil-6-deoxi-
hexosas
3,6-Dideoxihexosas
Pentosas
4-O-metil pentosa 
3-O-metil-pentosa 
3-0-metil-pentosa
Heptosas
L-glicero
D-glicero
D-glicero
Glucosa D 
Galactosa D 
Manosa D
Galacto-D
Gluco-D
Gluco-D
Gluco-D
Mano-D
Galacto L 
Mano L 
Mano D 
Talo L
Talo D 
Mano L
Gluco D 
Galacto D
Galacto L 
Mano D
Ribosa D 
Ribosa
Xilosa
Arabinosa
Xilosa D 
Xilosa L 
Xilosa D
Mano-D
Mano-D
Galactosa D
2-amino-2-deoxihexosas Gluco D
Galacto D 
Mano D
G-O-metil-2-amino-
2-deoxihexosa
2-amino-2-deoxi-D- 
gliceroheptosa
2-amino-2 ,6-dideoxi- 
hexosa
Gluco D 
Ido o Gulo-D 
Gluco 
Gluco D
Galacto-D,L 
Galacto 
Mano L
3-amino-3,6-dideoxi- 
hexosas
4-amino-4,6-dideoxi- 
hexosas .
Acido uronico
Gluco
Galacto
Gluco
Galacto
Fucosa 
Ramnosa 
Ram nosa
Acovenosa
Acofriosa
Paratosa
Abecuosa
ColitQsa
Tivélôsa
Ascarilosa
Frecuente
Frecuente
Frecuente
Frecuente
Frecuente
Mycobacterium phlei ( 525 )
Mycobacterium phlei ( 525 )
E. coli 08, Klebsiella 05 j'400) 
Rhodopseudomonas viridis ( 5 3 2  )
Frecuente
Frecuente
Xanthomonas campestris ( 251 )
E. coli 045 (415 ), Rhodopseudo­
monas palustris (532 )
Rhodopseudomonas palustris (582 
Anabaena variabilis ( 583 ),
Klebsiella K 73; OlO ( 50 )
P .pseudotuberculosis 1:111 ( 111 
Salmonella grupo A (294 )
P. pseudotuberculosis II ( 111 )
Salmonella grupos B, C (294 )
E. coli 0111:B4 (141 )
Salmonella grupos D ( 111 ) , P.
pseudotuberculosis ( ill )
P. pseudotuberculosis V { ill ) '
Azotobacter vinelandii ( 410 ), 
Coxiella burneti ( 2P )
CoxieUa burneti ( 2 6  ), Myxococcus
fulvus, (477 ), Rhodopseudomonas 
Palustris (58 2 ), Cystobacter (
477 ), Flexibacter (477 )
Micropolyspora faeni (1975)(262 )
Myxococcus fulvus(AIT) .
Rhodopseudomonas palustris ( 582 )
Rhodopseudomonas viridis (58 2 )
Myxococcus fulvus (477 )
Glucosamina
Galactosamina
Manosamina
Qulnovosamina
QUinovosamina
Fucosamina
Fucosamina
Ramnosamina
Frecuente
Serratia itiarcescens ( 7  ) , Br.
melitensis ( 308 ), Salmonella,
E. coli ( 7  ), Proteus mirabilis5
c . violaceum ( 7 )
Frecuente
Frecuente
Salmonella ( 333 ), E. coli K235 
( 333 ) , Arizona 15 ( 333 )
R. palustris ( 582 ) 
Anacystis nidulans ( 590 )
B. abortus, Br. melitensis ( 6 0  ),
Rhodopseudomonas (582 ), Pseudo­
monas aeruginosa (601 )
Arizona ( 33 3 ), Proteus vulgaris 
(333 ), Salmonella ( 333 ) Achro-
mobacter georgiopolitanum ( 524 ) 
Ps. aeruginosa ( 543)
E. coli 045 y otras (415 )
E. coli 03 ( 277 )
Viosamina
Tomosamina
Galactouronico
C. freundii ( 448 ), E. coli o5 (
— )
X. campestris ( 251 ), E. coli 02 
( 415 ) Br. melitensis ( 308 )
E. coli 07 ( 277 )
E. coli 010 { 277 )
Citrobacter freundii ( 448 ) ,
Rhodopseudomonas viridis ( 58 2- ) , 
Ps. aeruginosa ( 604).
54
del lipopolisacarido (regiôn II) .
En ocasiones se observan lipopolisacaridos bacteria­
nos que presentan una composiciôn defectiva, careciendo de al­
gunos de estos azucares. Asi, el lipopolisacarido del gehero 
Xanthomonas carece de heptosa y galactosa, segun han compro- 
bado VOLK (19 66 ; 19 68 a, b,) por una parte y HICKMANN y 
ASHWELL (1966) por otra. Tambiên en el lipopolisacarido de 
un alga verde-azulada Gram-negativa se ha observado que no 
contiene heptosa, pero si heptosainina (WEISE y cols. 197 0) .
Los âcidos grasos, constituyentes del lipido A y 
obtenidos a partir de este por, hidrolisis acida o basica, 
se analizan mediante cromatografia gas-liquido, para ello 
se convierten en esteres metilicos por tratamiento con BFg- 
metanol (MORRISON y SMITH, 1964) o mediante metanolisis alca- 
lina (WILKINSON, 1968). En el cuadro II se présenta un resu­
me n detallado de la composiciôn en âcidos grasos del lipido 
A de varias bacterias.
1. Estructura del antigeno 0
Los primeros resultados sobre la estructura de 
estas cadenas especificas fueron obtenidos por analisis 
-mediante metilaciôn, oxidaciôn con peryodico, degradaciôn 
âcida o alcalina- de los oligosacaridos obtenidos despuês de 
la hidrolisis parcial del lipopolisacarido, o del polisacarido 
degradado de las estirpes lisas.
I"
i
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CUADRO II Composiciôn de los âcidos grados intégrantes del lipido A en distintos 
lipopolisacaridos microbianos.
Caracteristicas de 
■ los âcidos grasos
Origen del lipopolisacarido y 
referencia bibliografica
C 12:0, C14:0, C16;0, 3-0H-C14:0
■ C12:0, C14:0, C15:l, 3-OH- C14:0 
C16:0, 16:1, /^17:0, 18:1
3-0H-C14:0
C12;0,C12:l,C14:0,3-0H-C14:O,C15:l,C16î0 
C17: ciclopropano, C18:0,C18:1
•012:0, 014:0, 016:0
3 OH-014, 30H-012
012:0, 012:1, 016:0, 2 0H-012:0 
30H-010:0, 30H012:0
30H-010
012:1, iso 013:0, 013:0, Br013:l, 013:1,
014:1, br-015:l, 30H-011:0, 3-0H-012;0, 
br-30H-013:0, 3 OH-013:0, 30H-014:0, 
br-30H-015;0
(2-0H-012:0), 3-0H-012:0, 3-OH-010;0 
0:12:0, 30H-010;0, 3-0H-014:0 
014:0, 30H-014:0, 016:0, 30H-016:0 
013:0, 3-0H013:0, 3-0H-C15:0
012:0, 014:0, 14-Me;014:0, 3-0H-13MeC14:O ---
016:0, 15 Me-016:0, 3-0H-014;0, 30H-016:0, 
3-0U-15TMe-O16:O, 30H-016;0
9Me-01O;O, 3-0H-9-Mer010:O, 3-0H-012:0, 
3-OH-ll-Me-012:O, 010:0, 3-0H-010:0, 2-OH-9-Me 
010:0
3-0H-ll-Me012:0,3-0H-9Me-010:0,
010:0, 9-Me-01O:O, 20H-9-Me-0-10:0 
3-OH-010:0, 3-0H-012:0
016:0, 017:0, 018:0
014:0, 016:0, 018:0, 019:0, 022:0,
30H-014;0
Salmonella (331 )
E. coli ( 255 304 )
Proteus mirabilis ( 390 ) 
Bordetella pertussis ( 292 )
Aerobacter aerogenes ( 3  05 )
Serratia marcescens (57 5 )
Neisseria perflava ( 6 )
Pseudomonas aeruginosa ( 602 )
Pseudomonas alcaligenes (301 )
Pseudomonas rubescens ( 603 )
Azotobacter agilis ( 28 9 )
Rhodopseudomonas capsulata (5 8 4  ) 
Rhodopseudomonas viridis ( 581 )
Veillonella ( 47 )
Myxococcus fulvus (477 )
Xanthomonas sinensis ( 464 )
Xanthomonas campestris (454  )
Brucella melitensis ( 3 08 )
Brucella abortus ( 44 )
Coxiella burreti { 36 )
012:0, 015:0, 016:0, 3-OH 012:0 
3-0H-014:0
3-0H-014:0, 3-0H-016:0
CISriÿ— Cï6^ 1 ---------
014:0, 016:0, 018:1 
012:0, 2-o h -012:0, 014:0
014:1(3-0H-014:0), 015:0, (015:1), 016:0,
017:0, 018:0, 018:1, 2(JH-018;0 
019:0, ( 019:0-ciclico)
014:0 (ramificado),015:0, 016:0, 018:0 
012:1, 013:1, 014:1, 015:1, 016:1 
017:1, 018:1, 020:1, 3-0H-010:0,
3-0H-011:0, 3-0H-012:0, 30H-013:0,
3-0H-014:0,012:0,013:0,014:0,015:0,016:0, 017:0,
012:0, 014:0, 13-Me-014;0, 016:0,
14-Me-015:0, 017:0, 15-Me-016:0
3-0H-C14:0, 3-0H-13Me-014;0 
3-0H-0l6:0, 3-OH-15Me-016tO
012:0, 13-Me 014:0, 016:0 
017:0, 15Me016:0, 3-0H-014:0 
3-OH-13-Me-014:O, 3-0H-016:0 
3-0H-15Me-016:O
012:0, 016:0, 018:0, 022:0, 3-0H-014;O
3-0H-014:O, 3-OH-016:0 
2-0H-018:0, 016:0
Neisseria meningitidis ( 279 ) 
Rhizobium trifolii ( 494 )
Rhizobium japonicum ( 7 5 )
Thiobacillus ferrooxidans ( 255 )
Vibrio cholerae ( 19 )
018:0
■ Cystobacter ferrugineus ( 477 )
Flexibacter ( 477 )
Anacystis nidulans ( 590 )
.— Anabaena variabilis { 583 )
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En 197 0, BJORNDAL y cols., por medio de una combina- 
ciôn de cromatografia de gases y espectrometria de masas, obtu- 
vieron dates estructurales del lipopolisacarido extraido de 
paredes celulares bacterianas.
El mêtodo consiste en la identificaciôn de azucares, 
parcialmente metilados, que han sido obtenidos por hidrolisis 
de polisacaridos totalmente metilados. Los azucares metilados 
se convierten en los correspondientes O-acetil-O-metil-alditoles, 
que pueden ser identificados y cuantificados por un analisis 
en cromatograf ia gas-l'iquido, combinado con un espec trome tro 
de masas.
Las unidades quimicas, se obtienen de los hidroli- 
zados âcidos, mientras que las unidades biolôgicas sôlo se 
pueden deducir de estudios biosinteticos y, mas recientemente, 
de estudios de metilaciôn, segûn se esquematiza en la Fig. 8 .
Los grupos serolôgicos de Salmonella , D2, B , A
y E, poseen todos ellos una unidad biolégica similar; los azu­
cares constituyentes y su secuencia son los mismos. Difieren 
unicamente en la posiciôn anomerica de dichos azucares, uniôn 
entre la galactosa y la manosa, pequehas cadenas latérales
sobre la galactosa y la manosa y la presencia de 0-acetilos en
los diferentes azucares.
La estructura del antigeno 0 mas generalmente admiti-
da es:
! il
i
I
ml
Uniôn sintetizada por polimerasa
unidad biologica
A - B ^  C
I Unidad Ouîmica !» îj
VUniôn degradable por 
hidrolisis âcida
Fig. 8.- Representaciôn esquematica de las unidades quimicas 
y biolôgicas de las cadenas 0 especificas.
[ %  C O A O ^
(W(x)
— —_____  U^Cv'cioijcl bio\c>2iCC>-------  1
U\(\(c^ oA G^ UJ.T^ (A_
Siendo R^ -en el caso de que exista esta* cadena lateral- 
(X. tivelosa, K. abecuosa, Ac-0-2oC -Abecuosa ô c< -Paratosa y 
el R2, ^  Glc ô .-Ac-Ô-2 «x.-ciuFT'
Los subgrupos de Salmonella y E^ son los mismos
-< 15del subgrupo E^ covertidas por fagos. Asi el fago ^  cambia 
la -galactosa del subgrupo E^ en jS-galactosa del subgrupo E2 
y suprime la acetilaciôn de esta. La conversiôn por el fago 
del grupo E 2 y produce la cadena lateral (K-Glc-l,4 Gai 
del subgrupo E^. La misma estructura de disacarido tambiên 
estâ présente en los grupos B y D. Todos estos grupos estan 
quimicamente y, tambiên con muchas probabilidad, geneticamente 
relacionados.
En cuanto a los grupos serolôgicos de Salmonella 
C, G, N, U y L son bastante diferentes entre si en la estruc­
tura de sus lipopolisacaridos y ademâs no se han hecho estu­
dios biosinteticos todavia, limitandose los ensayos al anâli- 
si5 de los oligosacaridos aislados y a estudios de metilaciôn 
con el lipopolisacarido.
Tambiên se han estudiado los antigenos O de otras 
enterobacteriaceas y asi se ha visto que el de E. coli 0111:
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tiene una secuencia de: ^ . 
co(L
2 r 6 l c -  M A C  - j S' ri
elucidada por los trabajos de EDSTROM y HEATH (1965, 1967, 1971) 
Asimismo, utilizando datos quimicos e inmunolôgicos, SPRINGER 
y cols. (1966), han propuesto para el lipopolisacarido de E. coli 
086:B7 una estructura correspondiente a:
o(_ Go J l -  i,2) p -  Go-C- i , 3  o' 4 .
o^FvJLC,
A diferencia del lipopolisacarido de E. coli K-12, 
que contiene en sus cadenas latérales un esqueleto de (GlCg- 
Gal2“Rha), segûn se deduce del trabajo de BOMAN y MONNER (1975).
En el caso de Shigella flexneri (SIMMONS, 1971), la 
secuencia es similar en los distintos serotipos, variando las 
pequehas cadenas latérales y la uniôn entre oligosacaridos, 
principalmente, segûn se indica a continuaciôn:
A, ^  ^  %14 I i  ( l  ^ I 4. q U j  la.
- - c l w  ftc-d - p T w  3 - 6  6 ÜL W R K c  3 , H
El radical (R) es la (< Glc, que puede estar sustitu- 
yendo en alguna de las posiciones que se indican, segûn los 
serotipos.
En ciertos serotipos el esqueleto es:
R. \  K  %
iî il il
-  M  Ac. 1,4 - G^c_N^ Arc. ^ i^Wx_
El sustituyente, en este caso, es tambiên Glc en 
una o varias de estas posiciones; aunque tambiên puede ser
-Ac-Glc. Para el caso de Shigella dysenteriae tipo 3, 
(DMITRIEV y cols, 1975) han dado la siguiente estructura
[y p -D  - Gol Ni Ac pvrGtc\oS<x (<i , 5 i ” Gq£ p'vrcLaoSccCdOD
En cuanto a otros gêneros bacterianos TARCSAY y 
cols. (1973) han dilucidado la estructura del antigeno 0 del 
lipopolisacarido de la Serratia marcescens 08 y la represen- 
tan como;
A-ù 66cN) Ac 
I ^
 k & ) - ÿ - 0 - GCc - - 0 - Gol - (-S -^-ù-GtcWOc-p-'
mientras que la de Serratia marcenscens, cepa Bizio, determi- 
nada en el mismo laboratorio por VÎANG y ALAUPOVIC (1973) , pa­
rece ser:
— 6 - RW C-1
SAMUELSSON y cols. 1974 obtienen para el lipopolisacarido de 
Yersinia pseudotuberculosis secuencia repetitiva consistente 
en:
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Esta secuencia puede variar su estructura en otros 
serogrupos de acuerdo con el esquema;
R
T  J. •I' 4
I f morvOS-ou C a'i ~ o(.-(--Fli.oo3X
en el que R es la 3,6 dideoxihexosa, que puede estar sustitu- 
yendo alguna de las posiciones indicadas segûn el serotipo de 
que se trate.
Los factores antigenicos O corresponden a oligosa­
caridos que contienen de 2 a cuatro (o mâs) azucares, uno de 
los cuales es el azucar inmunodominante. Este azucar inmunodo- 
minante, que no es reductor, con frecuencia estâ en la posi­
ciôn terminal de la cadena principal o de una cadena lateral; 
aunque tambiên, en algunos casos, puede ser un constituyente 
interno de la cadena principal. Se han obtenido datos sobre 
los distintos factores comparando varios azucares y oligosaca­
ridos como inhibidores de la precipitaciôn o.de la fijaciôn 
de complemento por el sistema factor-antifactor. De esta mane­
ra se puede saber quê azucar es el inmunodominante; es decir, 
cual es el que présenta una afinidad mayor por la molêcula 
de anticuerpo (LUDERITZ y cols. 1966 b) . Aunque este azucar 
tiene un papel muy importante en la especificidad del factor, 
por si mismo no es capaz de exhibir una especificidad compléta. 
Se pueden encontrar diferentes factores con un mismo azucar 
inmunodominante, en cuyo caso puedenocurrir 3 cosas: a) que 
los factores correspondan a diferentes grupos déterminantes 
producidos al visualizar el mismo oligosacârido desde diferentes
ângulos, b) que los factores correspondan a diferentes grupos 
déterminantes situados en los dos extremos opuestos del azucar 
inmunodominante, c) que los factores correspondan a oligosaca­
ridos de diferentes tamanos y constituyan partes del mismo 
grupo déterminante, dando lugar asl a una familia determinada de 
factores. En la figura 9 vienen representadas estas très ppsi- 
bilidades de un modo esquemâtico.
Los factores conocidos del gen. Salmonella se pueden 
subdividir en varios apartados:
a) Factores con 0^-3,6 dideoxihexosa como azucar 
inmunodominante. Este puede ser, por ejemplo, la paratosa,
bC abecuosa, cC tivelosa, etc (STAUB y BAGDIAN, 1966), segûn 
el esquema : \
[ G ol^ - d,2_- rn-cta - k - j
donde R puede ser la paratosa, oC abecuosa, oC tivelosa, etc. En 
estos casos, la uniôn galactosil-manosa, juega un papel bas­
tante importante en la especificidad del factor.
b) Factores conteniendo glucosa como azucar inmuno­
dominante de acuerdo con el esquema:
-  c6Go-e -  - 6,4-P-KcL
(^ ) (-J7C)
Los diferentes déterminantes antigenicos, o factores, 
difieren entre si en las dos diferentes posiciones anomêricas 
de las galactosa; o bien, segûn la uniôn existente entre la
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(c) -D-A-B-C-D-A-B-C-D-A-B reaccionan cruzadamente
(b) -D-A-B-C-D-A-B-C-D-A-B no reaccionan cruzadamente
 _________
(a) -D-A-B-C-D-A-B-C-D-A-B reaccionan cruzadamente
Fig. 9.- Representacion esquematica de un factor antigenico 
y de algunas familias de este tipo de factores.
(a) una familia de factores que corresponden al mis­
mo grupo déterminante (b) factores que corresponden 
a distintos azucares inmunodominantes (c) familias 
de factores que corresponden al mismo azucar inmuno­
dominante presente en diferentes grupos déterminantes.
Glc y Gal, o entre Gal y Man. (UCHIDA y cols. 1963).
c) Factores présentes en la cadena principal. Se 
ha visto, por el grupo anteriormente citadOy que el azucar 
inmunodominante puede estar présente en la cadena de oligo­
sacaridos; este es el caso de la manosa (Factor 3). La reac­
ciôn entre los polisacaridos pertenecientes a distintos gru­
pos conteniendo este factor es mayor cuando la posiciôn ano- 
mërica de la galactosa es la misma. Algunos anticuerpos estan 
adaptados a la parte no sustituida de la manosa, en el caso 
de que esta se encuentre en esas condiciones.
d) Factores relacionados con grupos 0-acetilos.
La especificidad de estos factores depende de la presencia
de grupos 0-acetilos lâbiles, taies como 2-0-acetil-galactosa, 
2-O-acetilabecuosa (3,6-dideoxigalactosa), N-acetil-galactosa- 
mina.
Las mutaciones, y conversiones por f ago inducen 
cambios de estructura quîmica, que condicionan variaciones 
en uno o varios factores antigenicos del lipopolisacarido.
Las Salmonellas pertenecientes a los grupos A, B y 
D, generalmente poseen en su LPS cadenas latérales de -gluc- 
1,4-Gal, pero se pueden conseguir mutantes en los cuales dichas 
cadenas no esten présentes o sean muy raras (KAUFFMANN, 1966); 
su representac iôn esquematic^guede ser del tipo:
_  Kko. -
Los mutantes SR (semirugosos), de estas especies, 
contienen unido al nucleo central pequehas cantidades de 
azucares del antigeno 0 (MAKELA y SARVAS, 196 9N Asimismo se 
han comprobado conversiones y modificaciones del LPS de Sal­
monellas, originadas por la acciôn de distintos fagos (LE 
MINOR, 1963, 1968, STAUB y BAGDIAN, 1966, ROBBINS y UCHIDA, 1965, 
FULKER y STAUB, 1968). Los cambios observados despuês de estas 
conversiones estan relacionados con la uniôn entre las unidades 
biolôgicas repetitivas (uniones de polimerizaciôn) o con las 
cadenas latérales. Esto es razonable, ya que cualquier otro 
cambio estructural distirito puede modificar la unidad repetiti­
va de la cadena principal y hacerlo de tal forma que pueda 
llegar a inhibirse la reacciôn de polimerizaciôn.
2. Estructura del nucleo basai del lipopolisacarido
El estudio de esta estructura(como en el caso de 
S a l m o n e l l a s ,en todo el genero), se ha realizado principalmente 
mediante el empleo de mutantes déficientes en la sintesis de 
lipopolisacarido.
Se pueden distinguir dos grupos principales de mu­
tantes rugosos: los mutantes Ra que no realizan la sintesis 
del antigeno O y por lo tanto su lipopolisacarido carece de 
la regiôn I, y los mutantes Rb, c,d,e, que no tienen antigeno 
0 y ademâs tienen un nucleo mas o menos incompleto que hace 
que se acumulen los precursores. El hapteno O puede estar libre 
o conectado al sistema portador-P-P-lîpido.
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Estos microorganismos se diferencian de las estirpes 
lisas parentales en muy diverses aspectos, como puede ser: 
morfologia de las colonias, crecimiento en medio liquide, 
caracteristicas geneticas, diferentes sensibilidad a antibie- 
tices y agentes quimices, etc.
Per etra parte, les mutantes rugeses, se pueden cla- 
sificar en les quimetipes Ra, Rb, Rc, Rd y Re de acuerde cen 
la cempesiciôn de azucares de su lipepelisacaride y este dâ 
lugar, paralelamente, a diferencias en sus seretipes. General- 
mente les lipepelisacarides pertenecientes a un misme quime- 
tipe presentan unas fuertes reaccienes cruzadas entre si, 
mientras que estas casi ne ecurren entre les de distinte 
quimetipe. Tambiên se han utilizade les fages para clasifi- 
car estes mutantes, asî ceme el tipe de defectes que pueden 
aparecer en su detaciôn genêtica, que dâ lugar a diverses 
genetipes. Es lôgice supener que per medie de tedes estes 
m^tedes se puede llegar a una mas detallada caracterizaciôn 
de les distintes mutantes.
Les mutantes rugeses se pueden caracterizar per de­
fectes especifices en el métabolisme de les precurseres median- 
te bloquées definides en la biesintesis del lipepelisacaride.
Les mutantes SR de S. typhimurium y S . anatum, segûn 
demestraren algunes auteres carecen de la pelimerasa de elenga- 
cidn de la cadena lateral (NAIDE y cols. 1965, LOSICK y ROBBINS,
1967).
Se han encentrade mutantes Ra que e bien carecen de 
la sintesis de la TDP-ramnesa, e son déficientes en la fesfe-
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manosa-isomerasa, o en la UDP-N-acetilgalactosamlna-4-epimerasa. 
Los Rb pueden carecer de la galactosil-transferasa, mientras 
que les Rc son carentes de la UDP galactosa-epimerasa. En cuan- 
to a los mutantes Rd, algunos, carecen de la UDP-glucosa- sin- 
tetasa, mientras que otros, no tienen la fosfo-glucosa-isome- 
rasa o la glucosa-I-tranferasa.
Finalmente profundizando un poco mas en la estructu- 
ra del nucleo basai podemos distinguir dos partes principales
a) Estructura del pentasacarido del nucleo basai.
La estructura del pentasacarido se ha elucidado prin-
cipalmente con el analisis de los lipopolisacàridos de los qui-
motipos Ra y Rb, mientras que los otros quimotipos han servido
para evaluar la estructura del fragmente Heptosa-KDO, de acuer-
do con el siguiente esquema: \ ^Rc,d,e,.
//
Ccx-dc<\o. a.c\Wc^ e»\lç,û^  O-'^eaVcxscLCcxricU \4ep /K O O -iip ic lü  A
Los lipopolisacàridos de Salmonella typhimurium varie- 
dad S contienen, ademâs del antigeno O, los 5 azucares basales 
y su estructura parcial es la que sigue (NIKAIDO, 1969, HAMMER- 
LING y cols. 197 0); mientras que los mutantes Ra carecen de
i-oflc-nbe.
L - R W ' H  > G o . l  ^ ï ) - G \ c - a ^  D - G q - I — U X  — i  H d p
p p
\ ^ I I___________ rVJLcJlfljO
.KciCi^ o 0 ----    —
la parte correspondiente al antigeno 0.
Las formas de Salmonella T2 tienen Glc II sustituida 
en 3 6 4 con N-acetil-glucosamina (BRUNETEAU y cols, 1974). La 
S . typhimurium SR tienen un antigeno 0=Abe-Man-Rha-Gal (SCHLOSS* 
HARDT, 1960). En el caso de S . typhimurium S el antigeno 0 
consiste en (abe-Man-Rha-Gal)n, mientras que en Salmonella Tl 
es (Gai f)n, (Rib f)n. Sin embargo tanto.la Salmonella S como 
los mutantes Ra se lisan por el fago Felix 01,mientras que 
los otros quimotipos no. Como hecho interesante, LINDBERG (1971) 
ha demostrado que el lipopolisacàrido de estos microorganismos 
actua como receptor de este fago y résulta esencial para que 
esto se efectue, el residuo terminal de N-acetil-D-glucosamina 
del pentasacarido, que parece ser que actua como punto especi- 
fico de anclaje del fago. Mas recientemente, LINDBERG y SVENSSON 
(1975) han encontrado mutantes de S. typhimurium resistentes al 
fago Felix O, sin perdida del caracter liso.
Tambiên se han encontrado mutantes rugosos de Shigella 
flexneri que -de acuerdo con la composiciôn de azucares del 
pentasacarido del LPS- pertenecen al quimotipo (JOHNSTON y cols.
1968). La secuencia de azucares encontrada eh este caso es:
OGfc
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Por otra parte, el lipopolisacarido de E. coli 0111; 
B4 (EDSTROM y HEATH, 1967) tiene una estructura de acuerdo con 
el esquema:
I Pc\V\q^j2AQ o"[  GQjC Qr<xil oL Gr\c
mientras que la delmutante E . coli K-12, segun BORAM y MONNER 
(1975) es:
Ac\V\c^ GP\0 O  — "CGIcTJ q . — '
Tambiên el E .coli BB tiene una estructura muy parecida 
a esta (PREHM y cols. 1975).
Investigaciones con el lipopolisacarido de E. coli 
0100, realizadas por HAMMERLING y cols. (1971) , dan como re- 
sultado una estructura para el pentasacarido similar a la del 
S. typhimurium expuesta anteriormente.
Y concluyendo, los mutantes Ra de Salmonella estan 
caracterizados por las siguientes propiedades: sus lipopoli- 
sacaridos contienen en nucleo basal completo perteneciente 
al quimotipo Ra, son sensibles a fagos tales como el Felix 01 
y no sintetizan el hapteno-0. Otros gêneros tienen nucleos ba­
sales de un quimotipo diferente.
Asimismo se han encontrado en el gen. Salmonella dos 
mutantes Rb, en los que la estructura del nucleo basal de su 
LPS esta expresada en el esquema general de S. typhimurium 
(OSBORN, 1968) . Estos mutantes sintetizan el hapteno-0, pero 
no son capaces de transferirlo al nucleo basal incompleto del
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lipopolisacarido. Tambiên puede ocurrir que tengan la glucosa 
II, a la cual se unen las cadenas latérales O. En este caso, 
la transferencia no se produce debido a que êsta, es dependien- 
te de la presencia del residuo N-acetil-glucosamina, que no 
existe en estos mutantes.
b) Estructura del fragmente Hetposa-KDO. Por analisis 
de mutantes que sintetizan sôlo una parte del nucleo, se ha po- 
dido obtener informaciôn de la estructura de la parte interna 
del nucleo de los lipopolisacàridos de Salmonella. Los analisis 
se realizaron sobre lipopolisacàridos con fosfato (P^), y sobre 
glicolipidos (P ), que tienen un menor contenido en fosfato 
debido a que sus cadenas de carbohidratos no estan unidas entre 
si por puentes de diester -fosfato.
La estructura mas general de este fragmente, en el 
caso del gen. Salmonella asi como la de sus mutantes rugosos 
con nucleo interne incompleto, es;
ttGP PebrO
HepTL -Hepx- Rt>o 2,4/a- Wlq koo
p.
Rc
Rci
)
Esta estructura fue sugerida por DROGE y cols. 197 0
y HAMMERLING y cols. 1973. La parte interna de la regiôn basai
+ /
P es muy similar a la del lipopolisacarido de Shigella flexne-
ri (SIMMONS, 1971).
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El lipopolisacarido de E . coli BB tiene una estruc­
tura del fragmente heptosa -KDO (PREHM y cols. 1975)
_  Hep A i  Hep i f  lCDo U-Do —  U p îc io  A ,
M  I
K ef He.p
HAMMERLING y cols. (1971) proponen, para la regiôn Hep-KDO
del lipopolisacàrido de las estirpes 0100 R y SR de E. coli
una estructura como; (~ 1 ' GoV
^  ^  ^ ^ |(X. .
-  g ' ^ " -  i . 3 -  H a p  - - H e p  -
ycptào A-
Despuês de los estudios de EDSTROM y HEATH (1967), 
sobre el lipopolisacàrido de E. coli 0111; B4, MORRISON y 
LEIVE (1975) basandose en resultados anteriores y en los suyos 
propios, proponen una estructura para el fragmente Hep-KDO de 
esta bacteria, que se représenta por;
^  ^ 3 14 4 y 3 '"\4e.p'!>i4y3' K D  (3 (^KDcj^ Iado )-Lipi(Ao R
'       ^
E  OLATurvo^
* Ri = o, R2 = Glc 1,4 G1cNH2, R] = Hep
Por le tante, como resumen, FULLER y cols (1973) sugie- 
ren très posibles estructuras del nucleo basai para estas estir­
pes mientras MORTON y STEWART (1972) opinan que la estructura 
parcial del nucleo basai del LPS de E. coli ATCC 12408 podria 
presentarse por el esquema;
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-  4-C^') l<DO — K D cd— Lipi&o
a  I^  u o o
WA- 
K O O
En el caso de Pseudomonas aeruginosa se han hecho 
estudios sobre composiciôn quîmica bastante extensos, aunque 
no hemos observado muchos progresos en relaciôn con la estruc­
tura. Recientemente, DREWRY y cols. (197 5) proponen una estruc­
tura parcial del polisacarido del nucleo basal del lipopolisa­
carido de Ps. aeruginosa NCTC 1999 que se représenta como sigue:
-G^Cp £fcN)
I
(4eoL Vd,
Hep = L-glicero-D-mano-heptosa
KDO = âcido 3-deoxy-2 octulonico. u octulosonico 
EtN = etanolamina 
P = fosfato
3. Estructura del lipido A
El ifpido A résulta ser componente de lipopolisacàri­
dos y glicolipidos en las formas bacterianas S y R no habiendo- 
se identificado mutantes que sean incapaces de llevar a cabo 
su biosintesis. A esta regiôn se debe la capacidad mitogenica 
y adyuvante (CHILLER y cols. 1973) del lipopolisacàrido asî
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como su endotoxicidad, Y maniflestas pirogenicidad, to^icidad 
etc (GALANOS y cols. 1971). Cuando se trata el lipopolisa­
càrido por hidrolisis suave a pH 3.4, las uniones cetosidicas 
de los residuos de KDO se rompen, liberandose el lipido A,
KDO libre, y polisacàridos u oligosacàridos degradados.
Su molecula consta, principalmente, de D-glucosamina, 
fàsforo (présente como ester fosfato) y varios âcidos grasos 
taies como laurico, miristico, palmitico, D- p  -hidroximiris- 
tico y otros, que se unen a los grupos hidroxilo o amino de 
la glucosamina del lipido A.
Para hacer un analisis estructural del lipido A bas- ■ 
tante fino, GMEÏNEFy cols. (1969) han utilizado el glicolipido 
de un mutante de S. minnesota Re (hep-). Sus resultados indican 
que el lipido A contiene D-glucosamina formando disacàridos 
en uniones 1,6, sin excluir la posibilidad de que tambiên exis- 
tan uniones 1,4 de grupos diester-fosfato entre ellas (NOWOTNY, 
1961).
RIETSCHEL y cols. (1972) sugieren una estructura para 
el lipido A de S. minessota R595 que se représenta por:
O- 
\ G
Hep-lcciCi Gic 2_ ^ 3
' ' 0 I f V V Ai
i-Cuiri co
—  PoSlcr^Uco
C K
— 3 “*
*
Estos âcidos grasos se encuentra esterificando las posiciones 
3, 4 y 6 del disacarido de olucosamina.
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Por otra parte LUDERITZ y cols. (1973), proponen 
una estructura para el lipido A que es semejante a la de un 
glicolipido de Salmonella RC con algunas variaciones:
vtOû H ^
_   ______  VCDo —^ —» G ^  MW
_______  È>kDO
,3 , - ^
KC>0 I  _____
• U.DO — ^ GGc_-MH i_
F A  .
Las figuras 10,11,12 representan la estructura com­
pléta de los LPS pertenecientes a Salmonella typhimurium. 
Shigella flexneriy E. coli olll:B4, segûn los datos obtenidos 
hasta la fecha.
Actualmente el lipido A es la regiôn del lipopolisa­
carido menos conocida, por tanto queda por dilucidarse toda- 
via su estructura compléta asi como muchos puntos oscuros 
acerca de su biosintesis. Otro problema de gran interês es la 
acusada polidispersidad de pesos moleculares del lipopolisaca­
rido debido a su gran, agregaciôn en soluciôn, asi como la po- 
sible uniôn covalente de este a otros componentes de la mem- 
brana.Puede ser posible que el lipopolisacarido se sintetice 
sobre un lipido A unido covalentemente a una proteina y , pos- 
teriormente, puede romperse esta uniôn en alguna otra etapa 
•de la biosintesis.
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Fig. 10.- Estructura del lipopolisacarido de S. typhimurium
Simbolos: Abe, abecuosa; Man, D-manosa; Glc, D-glucosa; 
Gai, D-galactosa; GlcNAc, N-acetil-D-glucosamina;
Hep, L-glicero-D-manoheptosa; KDO, âcido 2-aceto- 
-3 deoxioctulosonico; EtN, etanolamina; P, fosfato;
FA, âcidos grasos; ^  -OHM, âcido p  -hidroximiristico; 
GIcN, D-glucosamina; n 10.
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ESTRUCTURA BASAL
-Lipido A
Lipido A
Fig. 11.- Estructura del lipopolisacarido de Shigella flexneri.
En este esquema se utilizan los mismos simbolos que 
en la figura anterior.
Col Col GlcNAc
1-6
Oc *1-4 *1-2
R|»R2® R3
[-GlcNAc^ 1-2-Glcoc1-2Gai]^ -Glcoj-2Galc(1-3Glc1-3HepoJ-3Hepod-5KDO(KDO,KDO)-GlcN1-6GlcN
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/
I— Cadena antige'nica 0—  ^^ -nucleo basai-
=0 I R2=G!c1—►4GICNH2 j R3=Hep ; n=11
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Fig. 12.- Estructura del lipopolisacarido de E. coli 0111:B4 
(ver simbolos en las figuras 10 y 11) Col, colitosa
V. ACCIONES ENDOTOXICAS
Los lipopolisacàridos producer! un gran nûmero de 
alteraciones y efectos patolôgicos, tanto en los seres huma- 
nos como en animales; sin embargo, estâ perfectamente demos­
trado que existen diferencias de susceptibilidad que dependen 
de la especie de huesped de que se trate y elle condiciona 
una cierta variabilidad en el tipo de las lesiones producidas 
Tambiên, incluse dentro de una misma especie, pueden observar- 
se variaciones fenomenôlogicas y de los tipos de lesiôn produ­
cidas. Elle puede ser debido a la gran variabilidad estructu­
ral y de composiciôn que puede producirse en estas tan comple- 
jas molêculas, tanto en su origen como en su obtenciôn y puri- 
ficaciôn.
En cuanto a las actividades endotoxicas que aquî 
vamos a revisar, son de muy diverses tipos, desde el simple 
fenômeno febril a las complejas alteraciones vasculares y 
hematolôgicas, pasando por otros problemas de interacciones 
metabolicas y celulares que se manifiestan dentro de cuadros 
infecciosos microbianos y de la respuesta inmunitaria.
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1. Alteraciones en el mecanismo de termo-regulaciôn.
Résulta perfectamente demostrado que las endotoxinas 
son unos pirdgenos muy actives, tanto en el hombre como en los
animales. La dosis minima efectiva depende de la molêcula en- 
dotôxica utilizada y del criterio que se siga en la valoraciôn 
de la respuesta febrii. GREISMAN y HORNICK (1969) han hecho un 
estudio comparative de la respuesta pirogênica en hombre y co- 
nejo y han comprobado que, en el primer caso, la reacciôn era 
mucho mas acentuada. Estos resultados estân de acuerdf con los 
obtenidos mas recientemente con otras endotoxinas (WOLFF, 1973) 
y debido a esta mayor susceptibilidad especifica es muy dificil 
reproducir en el hombre todos los efectos observados en los ani­
males.
El periodo de latencia entre la inyecciôn de antige­
no y la apariciôn de fiebre es de 90-120 minutes en el hombre
y de 15-30 minutes en el coneje, dependiendo de la dosis; la 
duraciôn del cuadro febril es de unas 3-4 horas en el hombre 
y de unas 4 horas en conejo .
La fiebre, segûn algunos autores (ATKINS y SNELL, 1965 
SNELL y ATKINS, 1968) se produce por la endotoxina pero de una 
manera indirecta; segûn parece, se origina por medio de una sus- 
tancia intermediaria, -el pirogeno endogeno- (EP), que se libe­
ra de los granulocitos como respuesta a la presencia de la mo- 
lécula endotoxica. En el hombre, la respuesta trente a pirdgenos 
endcgenos se diferencia facilmente de la de endotoxinas por la 
gran diferencia que existe en el periodo de latencia de estos 
ultimes. En conejo, sin embargo, esta diferencia es menos acu­
sada, pero résulta tambiên perfectamente observable (SNELL y 
ATKINS, 1967). Todos los pirdgenos, incluido el endogeno, al 
inyectàrlos en conejo en dosis adecuadas dan lugar a una respues­
ta de tipo bifasico aunque este fenômeno no se puede observar
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en el hombre debido a que, en la especie humana, esta respues­
ta es monofâsica. ATKINS (1960) sugiere que la primera onda de 
respuesta a los pirdgenos exdgenos se debe a una molêcula o 
porcidn molecular con carâ^cter de pirdgeno enddgeno que induce 
la liberacidn posterior de nuevo pirogeno endogeno y paralela­
mente una segûnda onda de fibre,3ENNET y cols. (1957), sin em­
bargo, consideran que el primer pico se debe a la accidn di- 
recta de la endotoxina sobre el sistema herviosos central. 
Simultaneamente a la aparicidn de fiebre aparece taquicardia, 
escalofrios, dolor de cabeza, nauseas y vomitos. Algunas endo­
toxinas como la de E. coli producen mas nauseas que otras (co­
mo la de Pseudomonas, por ejemplo)
Hay varias observaciones que hablan en favor de 
que el pirdgeno enddgeno del granulocito es un intermediario 
esencial de la fiebre endotoxica. Durante la estimulacidn 
"in vitro", por endotoxina, de granulocitos se libera (EP) 
en cantidades y velocidad semejantes a la respuesta producida 
"in vivo" trente a la endotoxina. Conejos con agranulocitosis 
producida con mostaza nitrogenada, no responden a la endotoxi­
na pero si el (EP). L o s  experimentos de respuesta trente a pird­
genos inyectados en la arteria carotida d en el hipotâlamo su­
gieren que el (EP) tiene una accidn directa en las estructuras 
nerviosas, mientras que la endotoxina no (COOPER y cols. 1967)
El pirdgeno enddgeno puede ser detectado por distin- 
tos procedimientos; asî se puede conseguir "in vivo" -en caso 
de peritonitis- a partir de exudados estdriles e infectados 
de la linfa del conducto toracico, tambiên en muestras de san- 
gre o de tejidos despuês de un estimulo endotdxico apropiado
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y . en pequenas cantidades de cualquier tejido de conejo sin 
que exista un estimulo especîfico. La aparicidn de pirdgeno 
endogeno en exudados inflamatorios humanos confirma el papel 
de este agente en la fiebre clinica. El origen celular de este 
(EP) no puede edfinirse con exactitud. En experimentos "in vi­
tro" se ha obtenido (EP) de granulocitos (de muestras de sangre 
y exudados), de células mononucleares (de sangre, exudados, ba- 
zo, nddulos linfaticos, y pulmon), y de las células kÜpffer 
del higado. Esta variedad de origen puede explicar la apari­
cidn de fiebre en las agranulocitosis humanas y tambiên sugiere 
la conexidn entre la fiebre clinica y el tipo de reacciones 
histoldgicas mononucleares encontradas en algunos tipos de 
enfermedades crdnicas granulomatosas.
Los sistemas "in vitro" estan influidos por fac- 
tores taies como electrolitos. La liberacidn de (EP) por los 
granulocitos résulta dependiente de algunas enzimas, pero inde- 
pendiente de la glicolisis y de oxigeno. Asimismo, es bloquea- 
da por inhibicidn de la sintesis de proteinas y puede ocurrir 
que, esta liberacidn de (EP), sea una parte de la reaccidn ce­
lular de tipo general como sucede con la degranulacidn y libe­
racidn de proteasas, y con los enzimas lisosomales. Bajo cir- 
cunstancias parecidas a esta liberacidn del (EP) tambiên se 
libera, de los granulocitos, un factor capaz de inducir reac­
ciones inflamatorias.
Estudios fisicoquimicos del(EP) granulocitico revelan 
que es una proteina con un peso molecular entre 10.000 - 20.000 
d, conteniendo poco carbohidrato y probablemente sin lipidos.
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Recientemente, FELDBERG (1974) sugiere que los lipo­
polisacàridos bacterianos actuan indirectamente sobre la por­
cidn anterior del hipotâlamo, produciendo fiebre. Existen prue- 
bas que hablan en favor de que estas molêculas incrementan la 
sintesis y liberacidn de prostaglandinas de la serie E, princi­
palmente en el fluide cerebroespinal y resultando ser estas, 
por tanto, las verdaderas mediadoras de las respuestas pirogê^- 
nicas. FERREIRA y VANE (197 4) encuentran que antipirêticos 
-taies como la indometacina- actuan sobre la sintesis de pros­
taglandinas inhibiendola y por tanto bajan la fiebre.
MYERS y cols. (1974) estudian la fiebre producida 
por una inyeccidn de endotoxina en el hipotâlamo de mono, y 
observan que esta fiebre esta mediada por completo por una 
accidn sobre el sistema nervioso central, siendo el lugar 
mas sensible el area preoptica del hipotâlamo anterior.
La primera fase de la fiebre bifâsica es debida,
o bien a la accidn directa del pirdgeno sobre las células del
hipotâlamo anterior o a una liberacidn secundaria en esta re-
gidn de una sustancia termogenica intermediaria; una prostaglan-
dina o la 5-hidroxitriptamina (5HT) Bugieren que la endotoxina
en sangre puede elevar el nivel de prostaglandinas en el hipo-
tàlamo, esto retrasarîa la liberacidn de noradrenalina en el
hipotâlamo anterior pero incrementarla la salida de 5HT. El
5HT activa los mecanismos de aumento de temperatura que està^n
mediados por acetil-colina. Al mismo tiempo^ la endotoxina en
el plasma circulante modifica el flujo normal de iones Na^ y 
2+Ca del hipotâlamo posterior, dando lugar a alteraciones en el 
transporte de estas células.
8Q
FELDBERG y SAXENA (1975) hacen un estudio comparativo 
del efecto de prostaglandinas, endotoxina y lipido A en la tem­
peratura corporal de ratas. En estos animales,al inyectarles 
endotoxina o lipido Ayintravenosamente^ocurre un descenso de 
la temperatura; al contrario de lo que ocurre en perro, gato, 
conejo, etc. Sus resultados indican que las prostaglandinas 
parecen no estar implicadas en esta respuesta hipotermica; el 11- 
pido A o la endotoxina no llegan a entrar en el tejido cerebral, 
ya que cuando se inyectan directamente en el hay una producciôn 
de fiebre. Puede ocurrir que la acciôn de la endotoxina sea di­
rectamente sobre los capilares de la piel, dilatandolos y pro­
duciendo por tanto una disminuciôn de temperatura.
Por otra parte^la fiebre puede ser una respuesta a un 
antigeno en un huesped inmunizado especificamente; algunos au­
tores han sugerido que la respuesta a la endotoxina es de esta 
forma. La fiebre puede ser el resultado de una hipersensibili- 
dad mediada por anticuerpos o de una hipersensibilidad retarda- 
da. La primera de ellas esta asociada a anticuerpos circulantes 
del tipo 7 s . Se han podido obtener pruebas en favor de la hiper­
sensibilidad retardada, disociando por distintos procedimientos, 
en animales inmunizados la respuesta de anticuerpos de la res­
puesta febril. Esta respuesta se puede transferir pasivamente 
a animales no inmunizados por medio de células de nôdulos lin- 
fâticos de un huesped especificamente inmunizado. A veces la 
respuesta febril se halla asociada a una hipersensibilidad de 
la piel. La tuberculina, la toxina de la difteria, y filtrados 
'de cultives de estafilococos y de Cryptococcus albicus son ca­
paces de originar este tipo de fiebre.
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Se ha demostrado la presencia de (EP) durante algu­
nos tipos de fiebre hipersensible y parece probable que sea 
el mediador en todas las fiebresinmunes. A pesar de las seme- 
janzas, no es probable que la fiebre endotoxica sea una res­
puesta de hipersensibilidad; ya que esta tiene una serie de 
caracteristicas propias que le diferencia de la endotoxina; 
por ejemplo, necesita sensibilizaciôn previa, sôlo un 50-75% de 
los animales inmunizados muestran una respuesta febril a la 
inyecciôn de antigeno, el periodo de latencia es de 45 minu­
tes o mà^s, el bloqueo de sistema reticulo endotelial no modi­
fica la respuesta y por^ûltimo,la tolerancia se puede inducir 
ràpidamente y sôlo por un antigeno especîfico.
El fenômeno de tolerancia a la fiebre ha sido muy I
estudiado tanto en hombre como en animales. El hombre desarro- 
11a tolerancia a una determinada dosis de endotoxina muy rapi- 
damente, observàhdose diferencias en 24 horas. La respuesta 
febril desaparece totalmente en el hombre, mientras que en co- ! 
nejo, durante el estado de tolerancia, se mantiene una curva i
de fiebre monofàsica, disminuyendo el segundo pico (paralelamente; 
a la respuesta en humanos), pero manteniendose el primero.
En el hombre, igual que en el conejo, es desconocido el meca­
nismo por el cual se desarrolla una tolerancia. La funciôn del 
sistema reticulo endotelial (RES) no se incrementa en el hombre 
(GREISMAN y cols. 1964) como ocurre en el conejo (BEESON, 1947)
Es bastante improbable el desarrollo de tolerancia debida uni- 
camente a anticuerpos humorales, ya que se ha podido desarro- 
•llar tolerancia en pacientes agamaglobulinemico^* WOLFF (1973) 
obtiene resultados similares.
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La tolerancia en el hombre, asi como en el conejo, es 
relative; no absolute, y por una inyecciôn posterior con una 
dosis mayor de endotoxina, puede dar lugar otra vez a una res­
puesta febril (GREISMAN y cols. 1964) .
GREISMAN y HORNICK (1973) sugieren que la segunda 
onda de respuesta febril en el conejo puede ser debida a la li- 
beraciôn de (EP) por las células hepaticas de KÜpffer principal­
mente, ya que estas constituyen en gran parte el sistema reti­
culo endotelial encargado de eliminar la endotoxina inyectada.
La tolerancia puede deberse a la resistencia de dichas células a 
liberar el (EP); y este (EP) se puede liberar tambiên de granu­
locitos de pulmon, y de.macrofagos peritoneales.
ATKINS y FRANCIS (1973) sugieren que los linfocitos, 
después de ser incubados con endotoxina, pueden activar los leu- 
cocitos de la sangre para que liberen E P .
Una inyecciôn intravenosa de endotoxina a diversos 
intervalos, dà lugar a una inducciôn de tolerancia pirogênica, 
en la cual intervienen dos mecanismos distintos (MILNER, 1973)con 
una primera fase temprana de tolerancia, semejante a la que se 
obtiene por una infecciôn continuada del antigeno. Esta toleran­
cia es especifica de endotoxinas como clase, no esta asociada 
con incrementos de anticuerpos anti-endotoxina y puede ser indu- 
cida i^or endotoxinas que carecen de antigeno O. Esta tolerancia^ 
obtenida después de una inyecciôn de endotoxina,se pierde a las 
48 horas y no se puede transferir pasivamente, aunque vuelve a 
aparecer un estado de tolerancia mas tardio, que no estâ rela- 
cionado con la respuesta febril inicial.
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Esta ûltima fase de tolerancia se ha encontrado tam­
biên en el hombre (GREISMAN y cols. 1969). Inyecciones de lipo­
polisacàridos, administradas muy prôximas (o en infusiones con- 
tinuadas) dan lugar a la puesta en marcha del mecanismo de re­
sistencia celular, obteniendose una tolerancia râpida, que se 
mantiene sin necesidad de anticuerpos. Sin embargo, si el in- 
tervalo entre las inyecciones de antigeno se va aumentando, la 
tolerancia se hace mas dependiente de los anticuerpos anti-endo­
toxina. Este segundo estado exhibe algo de la especificidad O, y 
es mas duradero que el anterior.
Este estado de tolerancia pirogênica a la endotoxina, 
se puede transferir con suero y con fracciones de suero exentas 
de pirdgenos, tanto en animales (GREISMAN y cols. 1969) como en 
el hombre (GREISMAN y cols. 1964).
En este mismo laboratorio de GREISMAN y HORNICK (1973) , 
se ha estudiado la especificidad de los factores humorales de 
esta tolerancia a la fiebre, observando que estan dirigidos 
hacia los antlgenos 0 de la endotoxina y que pertenecen al grupo 
de anticuerpos del tipo IgM e IgG. Cuando se utilizan para la 
inmunizaciôn lipopolisacàridos de mutantes rugosos, el antisue- 
ro résultante (anticuerpos frente al nucleo basai) se produce 
una protecciôn muy grande frente a endotoxinas heterôlogas.
Si se inmuniza con lipopolisacàridos de cepas lisas, 
los anticuerpos protectores reaccionan contra el antigeno O 
mas especificamente, ofreciendo una menor protecciôn.
Los mecanismo de tolerancia a endotoxinas siguen 
funcionando a pesar del bloqueo del sistema reticulo endote­
lial; asi por ejemplo, los anticuerpos frente a endotoxinas
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continuan contribuyendo en este mecanismo, ya que el suero de 
un animal tolérante y bloqueado transfiere la protecciôn, frente 
al proceso febril, a un animal normal bloqueado.
Recientemente, GREISMAN y DuBUY (4 975), a la vista 
de los resultados obtenidos anteriormente por BRAUDE y DOUGLAS 
(1972) y otros autores, asî como los suyos propios, concluyen 
que la tolerancia a la fiebre estâ basada principalmente en 
la resistencia de las células del sistema reticulo endotelial, 
susceptibles a la endotoxina, a liberar pirogeno endcTgeno y que 
aumentos en el aclaramiento ("clearance") de la sangre^repré­
sentai tan sôlo un mecanismo protector accesorio por el cual,la 
endotoxina se transporta mas eficientemente a estas células 
resistentes que la fagocitan y neutralizan su acciôn,
GREISMAN y cols. (1975) estudian el papel del bazo 
en la tolerancia a la fiebre. Estos autores observan que no 
tiene un papel importante en la etapa inicial, pero si en la 
fase tardia en la que intervienen la sintesis de anticuerpos 
como mecanismo protector.
2. Reacciôn localizada y generalizada de Shwartzman
La reacciôn localizada de Shwartzman se puede originar 
por dos inyecciones, la primera intradermica y la segunda in- 
travenosa^ de endotoxina (con un intervalo de 24 horas) tanto 
en conejo como en otros animales. A las 4 horas aproximadamente 
de la ûltima inyecciôn aparecen las lesiones caracteristicas del 
proceso, principalmente una coagulaciôn intravascular local 
(LEE y STETSON, 1965). En esta reacciôn parece ser que los leu- 
cocitos juegan un papel muy importante ya que si son destruidos
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por la acciôn de los rayos X ô por mostaza nitrogenada, la 
reacciôn résulta inhibida. Asimismo (THOMAS, 1964) observé 
que se puede reproducir la reacciôn si se le anade a la 
primera inyecciôn de endotoxina lisosomas de leucocitos in­
tactes (esta reacciôn no tiene lugar si se anaden inhibidores 
de proteasas). Tambiên intervienen en esta reacciôn los meca­
nismos de coagulaciôn. THOMAS (1956) ha visto que la heparina 
inyectada junto al lipopolisacàrido puedé inhibir la reacciôn, 
mientras que si se utiliza epinefrina se producen lesiones ne- 
croticas. De aquî la importancia que puedan tener los agentes 
vasoconstrictores en estas reacciones cutàneas.
La inyecciôn intravenosa de dos dosis subletales 
de endotoxina en conejo, con un intervalo entre ellas de 24 
horas, produce una trombosis glom&rulo-capilar, que da lugar 
finalmente a una necrosis renal (LEE y STETSON, 1965) y esto 
es lo que se denomina reacciôn de Shwartzman generalizada.
Hay otras formas de inducir esta reacciôn, taies como, el tra- 
tamiento con inhibidores de la fibrinolisis, anticuerpos contra 
plaquetas, productos obtenidos de granulocitos, antlgenos (en 
animales sensibilizados) etc.
Muchos autores han sugerido que algunos de los efec­
tos fisiolôgicos de la inyecciôn de endotoxina se deben a su 
actuaciôn sobre los mecanismos de coagulaciôn (RATNOFF, 1969). 
La _ endotoxina tiene efectos sobre la iniciaciôn de la agrega­
ciôn de plaquetas (DES PREZ y cols. 1961), activa el factor XII 
(factor de Hageman) (RATNOFF, 1969) e interviene en la activa- 
ciôn del complemento (MERGENHAGEN y cols. 1969). LIPINSKI y 
cols. (1969) observaron que la capacidad fibrinolîtica résulta 
muy reducida despuês de una inyecciôn de endotoxina. Sin embar-
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go una sola inyecciôn de endotoxina, en un animal normal, tan 
sôlo produce una pequena coagulaciôn intravascular, pero sin 
llegar a ocurrir una trombosis significativa. ccuales son los 
cambios sufridos en el huesped para que se origine una hiper- 
coagulabilidad en el momento que recibe una segunda inyecciôn 
de endotoxina?
HORN en 1973 ha revisado ampliamente este tema, re- 
cogiendo datos en favor de que los granulocitos se hallan tam­
biên implicados en la reacciôn generalizada de Shwartzman. Ani­
males con granulocitopenia, inducida con mostaza nitrogenada, 
no son susceptibles a esta reacciôn (THOMAS y GOOD, 1952). La 
transfusion de granulocitos, la infusiôn de granules proceden- 
tes de leucocitos polimorfonucleados (o del sobrenadante résul­
tante de la rotura de estos) induce a un estado inmediato pré­
para torio para la reacciôn generalizada de Shwartzman; en este 
estado, una sola inyecciôn de endotoxina puede producir una coa­
gulaciôn masiva (HORN y COLLINS, 1968). Estos experimentos in­
dican que la primera inyecciôn de endotoxina produce granuloci- 
tosis en el huesped, haciendolo muy susceptible a la coagula­
ciôn y liberandose granulocitos inmaduros de la medula osea. 
Estos autores sugieren que algunos componentes de los granulo­
citos (proteinas cationicas lisosomales p. ej.), en presencia 
de endotoxina, pueden interacciona con los complejos formados 
por monômeros de fibrina que son solubles, dando lugar a la 
formaciôn de un coagulo fibroso, parecido al de fibrina (para- 
coagulacion) que caracteriza a la reacciôn de Shwartzman gene- 
falizada.
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Finalmente sugieren un posible mecanismo para esta 
reacciôn. La primera dosis de.endotoxina induce la conversiôn 
de fibrinogeno en fibrina, formandose coagules, que son elimi- 
nados por el sistema reticulo endotelial, antes de que se de- 
positen en los capilares glomerulares o en otros vasos. Esta 
dosis^ probablemente;condiciona a este sistema reticulo endo­
telial, de tal manera, que disminuye su actividad fagocitica 
quedando esta bloqueada totalmente con una segunda dosis.
BRAUDE y cols. (1973) logran tratar en conejos la 
reacciôn generalizada de Shwartzman con una inyecciôn de an- 
tisuero contra endotoxina, administrandola 2 horas antes de 
la segunda dosis de ésta, o bien, prévenir la coagulaciôn 
intravascular diseminada mediante una inyecciôn que se adminis­
tra 96 horas antes de la primera dosis, con lo que disminuye 
la reacciôn del 90% al 18%. La coagulaciôn intravascular tam­
biên puede abolirse con anticuerpos contra bacterias heterolo- 
gas y de mutantes déficientes en cadenas latérales. Esta pro­
tecciôn pasiva perdura durante unos 30 dias. El antisuero évi­
ta el descenso brusco de fibrinogeno y de plaquetas que acompa- 
ha a la acumulaciôn de fibrina en los glomerulos y en otras 
partes. Sugieren estos autores que esta protecciôn es indepen- 
diente de anticuerpos anti-antigeno O, no requiriendo complemen­
to. Con este tratamiento no se produce tampoeo la reacciôn 
local de Shwartzman, evitandose asî la necrosis epidérmica.
3. Alteraciones vasculares, producida por lipopolisacàridos
En las endotoxemias tambiên se producen lesiones 
hemorrâgicas debido a un incremento de sensibilidad a la epi­
nefrina segûn comprobaron NETER y cols. (1960). Este mismo efec­
to se produce frente a serotonina (WEINER y ZWEIFACH, 1966).
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También BITENSKY y cols. (1971),observan que el 
incremento que se obtiene en la susceptibilidad tisular a 
catecolaminas, al inyectar endotoxina, puede ser debido a 
la activaciôn de la adenilato-ciclasa. En membranas de higado 
de ratôn el LPS de E . coli produce una estimulaciôn selectiva 
de la adenilato ciclasa-sensible a epinefrina. SPITZER (1974) 
observa un incremento de AMP ciclico en células de tejido adi- 
poso tratados con endotoxina, especialmente después de la es­
timulaciôn con norepinefrina.
Por otra parte, HOWES y McKAY (1975) estudian el 
efecto de la endotoxina sobre la permeabilidad ocular y com- 
prueban que cantidades muy pequenas de esta substancia produ- 
cen una hiperemia ocular. A dosis mas altas se obtiene una 
Clara prolongaciôn de este efecto-y este incremento de permea­
bilidad se debe, principalmente, a la liberaciôn de histamina 
y también, seguramente, de serotonina a partir de las células 
cebadas, ya que el tratamiento con antihistamina y antiseroti- 
nina reduce la permeabilidad vascular en el globo ocular.
SPINK y cols. (1964) también han observado esta libe­
raciôn de histamina después de una inyecciôn de endotoxina.
El tratamiento con endotoxina puede producir también 
una necrosis tumoral hemorragica (MIHICH y cols. 1961) y unas 
lesiones en la placenta que originan abortos o partes prematu­
res (McKAY y WONG, 1963).
Asimismo, las moléculas de lipopolisacâridos inducen, 
por una serie de mécanismes distintos, la producciôn de bradi- 
quidina que es un polipeptido vasodilatador que incrementa la
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permeabilidad de las membranas? bradiquina se puede formar 
en el plasma (in vitro), en presencia de complemento y anti- 
cuerpos 19S contra una endotoxina. La fracciôn correspondiente 
al polisacarido de la endotoxina es la responsable de la acti­
vaciôn de las calicreinas del plasma (MILLER y cols. 1973)/ y 
la interacciôn de la endotoxina con los leucocitos^ pone en mar­
cha una serie de mécanismes que, posiblemente, inducen la for- 
maciôn de quininas; fagocitosis, seguida‘de liberaciôn de enzi- 
mas lisosomales y citoplasmicas, iniciaciôn de la coagulaciôn 
por la via del factor de Hageman, generaciôn de tromboplastina 
y activaciôn del plasminôgeno. Los granulocitos de primates 
(a diferencia de los de conejo), contienen un activador de ca- 
licreina o calicreina citoplasmica, que puede quedar liberado 
cuando la endotoxina es fagocitada.
4. Alteraciones hematoldgicas de origen endotôxico.
Los lipopolisacaridos pueden producir también alte­
raciones de sistema hematopoyetico taies como leucopenia, leu- 
cocitosis y carabios en los mecanismos de coagulaciôn y fibrino- 
lîticos (GANS y KRIVIT, 1961; TRENTIN, 1967). Al principle, se 
produce un descenso del nûmero de linfocitos y granulocitos 
circulantes, seguido de una leucocitosis, que es debida princi­
palmente al incremento de granulocitos. Esta granulocitosis 
secundaria depende de la existencia de células en las réservas 
de la médula osea. De aquî que, las endotoxinas se hayan utili- 
zado en clînica para estimar las réservas de granulocitos de 
médula osea (HERION y cols. 1965).
El procedimiento résulta particularmente interesante, 
para estimar las réservas de granulocitos en médula osea, duran­
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te la quimioterapia citotdxica (FINK y CALABRISI (1962), en el 
estudio de neutropenias (DALE y WOLFF, 1973) y en la investiga- 
ciôn de algunos aspectos humorales de la regulaciôn de granulo­
citos
La leucocitosis en humanos résulta un indicador muy 
fiel de la sensibilidad a las endotoxinas, ya que el fenômeno 
se produce con dosis subpirogênicas (WOLFF y cols. 1965, MECHA­
NIC y cols. 1962). Se ha demostrado también que esta leucoci­
tosis inducida por endotoxinas es subsiguiente a la liberaciôn 
de granulocitos de las- réservas de la medula osea (ATHENS y 
cols. 1961).
JENKINS y cols. (1971) estudianel efecto del trata­
miento con endotoxina sobre la repoblaciôn hematopoyetica de 
ratones irradiados subletalmente y observan que en animales 
tratados con LPS, la repoblaciôn es mayor, principalmente en 
lo que se refiere a colonias de granulocitos, mientras que las 
colonias eritropoyéticas se incrementan en numéros absolutos 
pero no asi en los valores relativos. También FRUHMAN (1966) 
observa alteraciones de la eritropoyesis en animales tratados 
con endotoxina.
Por otra parte, CHERVENICK y LoBUGLIO (1972), han 
encontrado que los leucocitos de sangre periférica,y de teji- 
doSyson los responsables de la producciôn de un factor estimu- 
lador de clones mieloides ; principalmente los monocitos y 
mâcrofagos maduros. Sin embargo, los linfocitos, granulocitos, 
plaquetas y eritrocitos normalmente no producen dicho factor. 
Después de la administraciôn de endotoxina "in vivo", hay un 
incremento muy grande de actividad del factor estimulador de
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clones de células mieloides (CHERVENICK, 1972). Esto podria 
explicar la extensa granulopoy.esis que ocurre después en la 
endotoxemia. Sin embargo todavia no se ha caracterizado muy 
bien el papel de este factor en el control de la granulopoye- 
sis "in vivo". CLINE y cols. (1975) estudian el efecto de la 
endotoxina sobre la producciôn -por monocitos y macrofagos- 
del factor estimulante. Asi, la endotoxina activa la produc­
ciôn de este factor por los macrofagos, pero no tiene efecto 
alguno sobre los monocitos.
En animales,con, dosis altas de endotoxina se produce 
neutropenia, mientras que en el hombre no se ha podido obser- 
var este efecto (WOLFF y cols. 1965, MECHANIC y cols. 1962, 
KIMBALL y cols. 197 2). Los estudios realizados por CHERVENICK 
y cols. (1967) indican que la endotoxina produce en ratôn li­
beraciôn de neutrofilos de la medula osea y también, las inves- 
tigaciones de BOGGS y cols. (1968), sugieren que en humanos 
la endotoxina produce la liberaciôn de un factor en el plasma 
capaz de inducir una neutrofilia significativa. CORRIGAN y cols 
(1974) logran reducir esta neutrofilia en clinica mediante tra- 
tamientos con sulfato de polimixina. Este antibiôtico neutra­
lize la toxicidad del LPS, inhibiendo también otras reacciones 
endotoxicas taies como la leucopenia, la trombocitropenia, la 
coagulaciôn intravascular y la reacciôn de Shwartzman, segûn 
se ha comprobado en conejos.
Asimismo puede aparecer trombocitopenia después de 
una inyecciôn intravenosa de endotoxinas (SPIELVOGEL, 1967). 
WOLFF y BENNET (197 4) observan un descenso notable en el nûme­
ro de plaquetas en enfermes con endotoxemia.
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Recientemente HAWIGER y cols. (1975) han comproba­
do la existencia de un receptor -especifico para endotoxinas- 
en la membrana de las plaquetas humanas. En la interacciôn del 
LPS con este receptor se producen dos efectos principales:
a) liberaciôn de 5-hidroxitriptamina (5-HT) que tiene una actifidac 
vascular; y b) desenmascaramiento del fosfollpido de las pla­
quetas, lo que produce un efecto sobre la coagulaciôn. Por 
otra parte, cuando hidrolizamos con tripsina las inmunoglobu- 
linas G y el complemento, que se encuentran absorbidos a las 
plaquetas, se observa que no se produce inhibiciôn de la in­
teracciôn entre la endotoxina y el receptor; por lo tanto, 
ademâs de la activaciôn indirecta de las plaquetas por el LPS 
endotoxico (^ en la que intervienen complejos endotoxina-anticuerpo 
unicamente o bien estos complejos mas complemento a travês de 
receptores para el fragmente FC de las IgG y del complemento) 
existe otra via directa de activaciôn a travês de los recepto­
res para endotoxina.
La interacciôn puede realizarse a travês del lipido 
A (LUDERITZ y cols. 1973). En las plaquetas, ademâs de este 
receptor, existe el especifico del ADP, el de la 5-HT (MICHAL, 
1969) el del fragmente FC de la IgG (HENSON y SPIEGELBERG,
1973) y otros. Como puede verse, las alteraciones hemâticas 
originadas por los LPS son muy complejas y asi otros investi- 
gadores, en endotoxemias, han observado -en distintos animales- 
algunas anormalidades que afectan a los factores de coagulaciôn; 
por ejemplo, un descenso en el nivel del fibrinogeno que va se­
guido de una elevaciôn al cabo de cierto tiempo. Esto parece 
deberse a que el lipopolisacarido actua sobre los leucocitos 
induciendo a la liberaciôn de activadores del plasminôgeno y 
de enzimas lisosomicas, que activan los mecanismos de coagula-
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ciôn (GOLDSTEIN y cols. 1971). Estâ demostrado que el LPS pue­
de estimular la formaciôn de sustancias tromboplâsticas -en 
los leucocitos- que son capaces de activar directamente los 
factores VII y X, de coagulaciôn, prescindiendo del factor de 
Hageman (NIEMETZ y FANI, 1971). También pueden activar el sis­
tema intrînseco de la coagulaciôn por medio de una liberaciôn 
de enzimas a partir de los leucocitos (LERNER y cols. 1971) .
También en huespedes convenientemente susceptibles 
a la endotoxina, se puede producir proteina C, segûn indicaron 
PATTERSON e HIGGINBOTHAN (19 65) y mas tarde PATTERSON y cols. 
(1968); mas recientemente, -WATSON y KUSHER (1974), han sugeri- 
do que los mediadores que inducen a esta sintesis de proteina 
C, en el higado, actuan condicionados por la dosis y la dura- 
ciôn del estimulo endotoxico.
Por otra parte, KAMPSCHMIDT y SCHULTZ (1961), han 
estudiado los efectos de la endotoxina sobre el hierro hemâ- 
tico y han comprobado un claro descenso de este elemento en 
suero, consecuente con la presencia de LPS. Esta disminuciôn 
de los niveles de hierro es bastante reproducible, hasta el 
extreme de que se ha sugerido utilizarlo como un bioensayo 
para conocer la actividad endotoxica "in vivo" (BAKER y WILSON, 
1965).
Por ûltimo, la endotoxina también es capaz de actuar 
directamente sobre los eritrocitos isanguineos, a través de un 
receptor, que ha sido aislado y caracterizado como soporte de 
la interacciôn (SPRINGER y cols. 1973, SPRINGER y cols. 1974). 
Estos receptores puede tener una gran aplicaciôn en clînica 
para el tratamiento de la septicemia y del shock endotoxico,asî
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como para evitar los abortos que pueden ocurrir en estos 
casos. Es lôgico suponer que la acciôn terapeutica deberâ 
producirse por un efecto de bloqueo o saturaciôn de los mis- 
mos para evitar la interacciôn especîfica.
5. Acciôn antitumoral de los LPS
Hace pocos anos, GROHSMAN y NOWOTNY (1972)^ 
comprobaron que la endotoxina de Serratia marcescens era 
capaz de producir una resistencia al desarrollo del tumor 
ascitico inespecifico TA3Ha (carcinoma ascitico de ratôn). 
También BRAUN, en 1973^ sugiere que el LPS puede presentar 
dos efectos sobre los tumores: uno en relaciôn con la res- 
puesta inmune y otro sobre las celulas tumorales directa­
mente, interviniendo en todo ello modificaciones de los ni­
veles de AMP ci"clico. Mas adelante, YANG y NOWOTNY (197 4), 
estudiando las condiciones en las que se obtiene una resis­
tencia anti-tumoral mâxima, comprueban que la actividad 
optima se consigue con dosis de 10^  g de endotoxina, inyec- 
tadas intraperitonealmente, una el dia 3 antes de la inocu- 
laciôn del tumor y otra ese mismo dia. Segûn se ha comprobado, 
la endotoxina no tiene un efecto citotoxico directo sobre las 
células tumorales y, por otra parte, células de bazo activadas 
"in vitro" o "in vivo" con endotoxina, son capaces de transfe- 
rir esta protecciôn frente al tumor. Estos autores sugieren 
que los responsables de esta resistencia pueden ser los linfo­
citos o los macrofagos activados con la endotoxina. Asi otros 
autores han descrito el efecto inhibidor del crecimiento tumo­
ral ejercido por macrofagos activados con endotoxina (ALEXANDER
y EVANS, 1971, HIBBS, 1973). También podria ocurrir que, el 
lipopolisacarido, active los linfocitos B induciendolos
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a sintetizar un pequeho nûmero de anticuerpos antitumor. Estos 
anticuerpos especificos pueden incrementar la citotoxicidad de 
las celulas B. Sin embargo, el fenômeno de blastogénesis y el 
efecto antitumoral seguramente no son fenômenos que esten re- 
lacionados entre si; ya que el segundo se observa a las 5 horas
de incubaciôn, mientras que el primero tiene su mâxima actividad
a los très dias.
RALPH y NAKOINZ (1974) mediante experiencias "in vivo" 
e "in vitro" con LPS de Salmonella typhosa han demostrado la 
inhibiciôn de dos tipos de tumores: un linfosarcoma de ratones 
BALB/C (RAW 8) obtenido "in vitro" por infecciôn con el virus
de la leucemia de Abelson y un linfoma espontaneo de células
B, PU-5-1.8 (también de BALB/C). También el LPS de E. coli, 
asî como el lîpido A obtenido del mismo,han presentado propie- 
dades antitumorales.
En cuanto a las concentraciones a las que estos LPS 
resultan inhibidores anti-tumorales parecen ser las mismas que 
actuan como optimas para la mitogénesis de los linfocitos B 
de bazos normales. Sin embargo, estos autores, ademâs de estu- 
diar la acciôn sobre los tumores antes mencionados, también 
ensayaron otros tumores murinos taies como linfomas T, mielomas, 
etc, y algunos otros tumores de origen humano (lin­
fomas de células B) todos elles resultaron resistentes a la 
acciôn anti-tumoral de los LPS.
Segûn parece la molécula del LPS, es capaz de inhibir 
la incorporaciôn de precursores del DNA, siendo el componente 
active el lîpido A. RALPH (1973) también han observado la acciôn 
inhibitoria de la fitohemaglutina (mitogeno de células T) sobre
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linfomas de células T. Estos autores sugieren que las células 
tumorales -en continua divisiôn- pueden llegar a diferenciar- 
se mediante la senal mitogénica en células tipo terminal, in- 
capaces de dividirse.
6. Interacciones endotoxina-virus
Un mécanisme de defensa frente a la infecciôn viral 
es la producciôn de interferon por las células del animal hues- 
ped. Segûn han demostrado HO (1964) y POSTIC y cols. (1967), 
la elaboraciôn de estas sustancias ocurre también después de 
una inyecciôn de endotoxina. Estos interferones, inducidos.por 
endotoxina, difieren algo de aquellos inducidos por virus, 
aunque sean capaces de inhibir la sintesis viral de igual mane- 
ra. Ello puede ser la causa de la resistencia inducida por la 
endotoxina a la infecciôn por los virus de la ectromelia (GLED- 
HILL, 1959) , virus influenza (WAGNER y cols. 1959) y de iMev/cas- 
tle (FINKELSTEIN, 1961). Las infecciones virales en las cuales 
la endotoxina puede inducir resistencia son, por lo general, 
aquellas que resultan mas sensibles a la acciôn de interferon. 
(DAVIS y cols. 1967) . En conejos, los tîtulos de interferon 
alcanzan râpidamente, después de la inyecciôn de endotoxina^ 
unos niveles bajos (a las 2-4 horas) en comparaciôn con las 
grandes cantidades que se obtienen con polinucleotidos y per- 
manecen elevados durante mas de 7 horas (POSTIC y cols. 1957). 
El interferôn actua en una etapa temprana de là multiplicaciôn 
del virus, y en ciertos mementos, puede revertir la inhibiciôn 
producida por el virus sobre la sintesis de RNA del huesped.
Segun algunos autores (HO y KONG, 1965, YOUGNER y 
cols. 1965, KE y cols. 1966), el interferon inducido por en­
dotoxina difiere del inducido por virus en que su producciôn 
no résulta inhibida por inhibidores de sintesis de RNA mensaje- 
ro, ni por inhibidores de la sintesis proteica.
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Estos resultados sugieren que el interferon inducido 
por endotoxina, a diferencia del inducido por virus, no requiè­
re sintesis de RNA mensajero, ni de proteinas, esto es, que no 
se sintetizan por las células sino que tan sôlo se produce una 
liberaciôn del mismo. Se han observado otras diferencias entre 
ambos sistemas, segûn que la producciôn de interferôn sea induci­
do o no por endotoxina; en el primer caso, a diferencia del 
otro, el interferôn es inhibido por cortisol e inducido por 
adrenalectomia (POSTIC y cols. 1967) y no se inhibe por una 
reducciôn de la temperatura del cuerpo, a diferencia de lo 
que ocurre en el caso del interferon inducido por virus (POS­
TIC y cols. 1966). Sin embargo en estudios "in vitro", realiza­
dos por FILKELSTEIN y cols. (1968), se ha observado que la pro­
ducciôn de interferôn, por macrôfagos estimulados con endotoxi­
na es inhibida por actinomicina D y puromicina, aunque sôlo a 
dosis mas altas que las eficaces para inhibir las células esti- 
muladas por virus. Por otra parte De CLERCQ y MERIGAN (1970), 
encuentran que la cicloheximida, administrada en ratôn después 
de la inyecciôn del inductor, puede acentuar la producciôn de 
interferôn independientemente de que se use virus, endotoxina 
o polinucleotidos.
HO y cols, en 1973, estudiando el mecanismo de induc- 
ciôn de interferôn por endotoxina, llegan a la conclusiôn de 
que la inducciôn por polinucleotidos, virus o endotoxina ocurre 
por un mismo mecanismo. Postulan que estos agentes activan el 
gen responsable de la producciôn de interferon, se transcribe 
el RNA mensajero, que a su vez se traduce -posiblemente- a 
través de unos productos genicos intermediarios, taies como 
el preinterferôn (HO y cols. 1970). Uno de estos productos
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de traducciôn, bien el interferôn o un precursor suyo, activa 
el gen de la proteina control e inhibe la sintesis de inter­
ferôn, mediante la inhibiciôn de la actividad del mRNA del 
interferon después de la transcripciôn. Estos autores sugieren 
que el RNA mensajero para esta proteina control o bien la pro- 
pia proteina control son mas labiles que el RNA mensajero del 
interferôn o que el interferôn mismo. Esto explicaria el hecho 
de que a una dosis dada de actinomicina, se inhiba preferente- 
mente la proteina control mientras que la producciôn de inter­
ferôn continua o se acentua bajo una inhibiciôn parcial de es­
tos antibioticos. Los diferentes pesos moleculares y variabili- 
dad de las caracteristicas fisicoquimicas de los distintos in­
terferones, pueden deberse a las distintas agregaciones o gra­
des de polimerizaciôn de las moléculas bâsicas de interferon 
(CARTER, 1970). TYTELL y cols. (1967) tratan de explicar el 
retraso en la producciôn de interferon inducido por virus, con 
respecte al inducido por endotoxinas y por polinucleotidos sin- 
téticos, mediante la posible necesidad de un RNA bicatenario 
que permita conseguir una buena inducciôn.
YOUNGNER (197 0) obtiene producciôn de interferon con 
algunos lipopolisacaridos de bacterias Gram-negativas, aunque 
en el caso del LPS del genero Brucella no se consigue producir 
interferôn, a no ser que se utilicen bacterias muertas (De SOMER 
y cols. 1970). También KELETI y cols. (1974) consiguen producir 
interferôn en ratôn, mediante una inyecciôn intravenosa de 200 
JU' g de LPS de B. abortus obteniendo el pico de producciôn ma­
xima a las 2 horas despues de la inyecciôn. Cuando estos autores 
trataron a los ratones con cicloheximida, previamente, se pro- 
dujo una respuesta retardada en la que se alcanzô el pico a las 
8 horas y también un incremento de los tîtulos de interferôn en 
suero.
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El LPS de Brucella es un inductor de interferon mucho 
mas debil que el de S. typhimurium (cepa LT-2) , ya que este 
es activo a dosis de 0,1 ^ ^ g/20 gr de peso.
El lîpido A del LPS es el responsable de la produc­
ciôn de interferôn (YOUGNER y cols. 1973), no obteniendose 
inducciôn de este con las cadenas antigenicas O. La hidrôli- 
sis parcial suave -con acido- del glicolipido de S . typhi­
murium (cepa G-30/6-21, quimotipo Re), que élimina el KDO, 
dà lugar a una perdida de actividad que, seguramente, es de­
bida a un reducciôn de solubilidad. Ya que el lipido A es el 
responsable de la producciôn de interferôn, cabe pensar que 
esta diferencia de actividad puede deberse a diferencias es- 
tructurales. entre la parte lipidica del LPS de Brucella y 
el de Salmonella.
Estos autores son capaces de producir dos tipos dis­
tintos y separados de respuesta por interferôn; una es retar­
dada (del tipo inducida por virus) y otra es râpida (tipica 
de endotoxina y polinucleotidos).
Otro efecto muy sorprendente del LPS es la inducciôn 
de virus del tipo C en cultives celulares. Este tipo de virus 
aparece muy frecuentemente en cepas de ratôn congenicas AKR, y 
se puede detectar muy facilmente por ensayos de infectividad. 
(GROSS, 1966, HARTLEY y cols.1969). Este virus es capaz de 
inducir tumores principalmente en células del sistema linfo- 
reticular. En otras estirpes celulares, en apariencia libres 
de virus, se puede inducir éste de varias formas; "in vivo" 
por radiaciôn X (KAPLAN, 1967, HARAN-GHERA, 1966), o por
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carcinôgenos quîmicos (IGEL y cols. 1969), o mediante reac­
ciones huesped-transplante (HIRSCH y cols. 1972) e "in vitro" 
por cultivos continuados (AARONSON y cols. 1969), por trata­
miento con rayos X (ROWE y cols. 1971), o por anâlogos halo- 
genados de la pLrimidina (LOWY y cols. 1971, AARONSON y cols.
1971) y en cultivos mixtos de linfocitos (HIRSCH y cols. 1972).
MORONI y cols. (1975 a) inducen virus deltipo T 
en cultivos de corta duraciôn, con células de bazo procédante 
de ratones BALB/C, mediante una combinaciôn de 5-bromo-2'-deo- 
xiuridina (BrdU) y LPS de E. coli (tipo Westphal) o concanava- 
lina A. La fitohemaglutinina a dosis mitogénicas no tiene ningûn 
efecto, tanto si se utiliza sola como combinada con bromo deoxi- 
uridina. Al mes siguiente de este mismo aho, MORONI y SCHUMANN 
(1975 b) publican un trabajo sobre la inducciôn de virus C en 
cultivos cortos de células de bazo de BALB/C con lipopolisaca­
rido de E. coli 0111:B4 y de Salmonella abortus equi, detec- 
tàndolo por microscopîa electrôhica y caracterizando su acti­
vidad transcriptasa inversa. La inducciôn de virus tipo C endô- 
geno es bastante frecuente "in vivo". AARONSON y STEPHENSON 
(1974) encontraron que casi todas las cepas de ratôn que pro- 
baban tenian tîtulos de anticuerpos muy altos frente a virus 
endôgenos xeaotrôpicos. Serîa muy interesante investigar la 
relaciôn entre virus inducidos por LPS, virus trôpicos endô­
genos de ratôn y virus xeriotrôpicos y tendria también mucho 
interés ver si estas moléculas de LPS son capaces de inducir 
virus en otras especies animales incluida la humana.
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7 :. Cambios metabôlicos y endocrinolôgicos
Durante la endotoxemia se producen alteraciones en 
el metabolismo de hidratos de carbono. Al comienzo de la in- 
toxicaciôn aparece una hiperglucemia muy marcada, debida a 
una movilizaciôn masiva de glucogeno seguida de una hipoglu- 
cemia acusada en las fases terminales del shock endotôxico 
(SHANDS y cols. 1969). La hiperglucemia se debe en gran parte, 
segûn ZWADYK y cols (1973), a la glucogenolisis hepatica; sin 
embargo, cuando las réservas de glucogeno se agotan, la gluco- 
-regulaciôn hepatica se centra en la gluconeogenesis. Es pro­
bable, que la transiciôn de un estado glucogenolîtico, a uno 
gluconeogênico, sea una etapa crîtica y vulnerable para la 
adaptaciôn del metabolismo del higado al shock endotôxico.
BERRY (1971) ha establecido claramente que las ré­
servas de carbohidratos se agotan por la administraciôn de 
endotoxina. Paralelamente, la homeostasis de la glucosa san- 
guinea se hace dependiente de la gluconeogénesis. Es lôgico 
pensar que, debido a que el sistema nervioso central necesita 
glucosa para su funcionamiento en situaciones de "stress'^ un 
fallo en la gluconeogénesis hepâtica puede disminuir la resis­
tencia al 'stress"y facilitar la inducciôn de shock. Por lo 
tanto, un incremento de la gluconeogenesis puede dar lugar 
a una protecciôn contra la inducciôn de shock endotôxico.
CORNELL y FILKINS (1974), y FILKINS y CORNELL (1974) observan 
la existencia de un incremento de la gluconeogenesis hepatica 
en ratas con una noche de ayuno, estos autores sugieren que el 
aumento de resistencia al shock observado en estos animales se 
debe al incremento de la gluconeogenesis. Esto parece de acuerdo 
con el incremento de la sensibilidad frente al shock que se
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observa al deprimir la gluconeogenesis, por ejemplo con tetra- 
cloruro de carbono (FARRAR y WATSON, 1964), sales de plomo ‘ 
(FILKINS, 1973), adrenalectomia (FILKINS, 1972) o infecciones 
por micobacterias (SHANDS y cols. 1969). Por el contrario, los 
glucocorticoides que son vitales para obtener una gluconeoge­
nesis mâxima, son antagonistas potentes de la endotoxicidad 
(BERRY, 1971).
Por otra parte, el estado de hipoglucemia puede con- 
tribuir al aumento de la descompensaciôn circulatoria, que acom- 
pana al shock endotôxico.
No se conoce todavia el mecanismo por el cual la en­
dotoxina altera la gluconeogenesis, aunque se sabe que estas 
moléculas no muestran ningûn efecto sobre los hepatocitos ais- 
lados y esto sugiere que debe de existir algûn mediador en el 
proceso. Por distintos datos, hasta ahora conocidos, es posible 
que puedan estar implicados en el proceso los siguientes meca­
nismos ;
a) defectos del control pancreatico de la gluconeo­
genesis, a través de deficiencias de insulina"o de glucagon;
b) defectos en la respuesta al control permisivo, por glucocorti- | 
coides, de la gluconeogenesis; c) un defecto en la inducciôn 
o funcionamiento de las enzimas gluconeogénicas; d) un defecto 
en la regulaciôn del metabolismo del hepatocito por el AMP ci­
clico, debido a la propiedad de la endotoxina de bloquear la 
AMP ciclasa, o finalmente e) una reducciôn de la funciôn oxida- 
tiva mitocondrial. Alguno de estos mecanismos los vamos a tratar 
a continuaciôn con un poco mas de detalle.
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BERRY y colaboradores estudian el efecto de las 
endotoxinas sobre la inducciôn de enzimas hepâticos y comprue­
ban que la endotoxina inhibe la inducciôn por adrenocorticoides 
de la fosfoenol-Piruvico-carboxiquinasa (BERRYy RIPPE, 1973) 
y de la triptofano-oxigenasa (RIPPEYyBERRY, 1973). Sin embargo 
la inducciôn de la tirosin -amino-transferasa no se altera por 
la endotoxina. Los niveles de fosfoenol-piruvico-qùinasa se in­
crementan durante el ayuno, paralelamente a la gluconeogenesis, 
mientras que en animales tratados con endotoxina -este incre­
mento- no se observa. A la vista de los resultados que obtienen 
tanto "in vitro" como "in vivo", estos autores concluyen que 
la endotoxina interfiere -a través de un mediador- con la 
sintesis de enzimas inducidas y que son esenciales para mante- 
ner la homeostasis.
MELA y cols. (1971), por otra parte, observan que las
moléculas de LPS inhiben profundamente el metabolismo oxidativo
de las mitocondrias, tanto "in vivo" como "in vitro". También,
mas adelante, GREER y cols. (1973) postularon que el LPS actua-
ba sobre las membranas mitocondriales mediante quelaciôn del
Mg endôgeno y pudiendo, de esta forma, alterar la funciôn
++
propia de estas membranas. El LPS, en presencia de Mg , pier-
de toxicidad y no altera la fosforilaciôn oxidativa. Ellos su-
++
gieren que se necesita una cierta conccntraciôn de Mg para 
que el LPS tenga el tamaho y la conformaciôn necesaria para 
ser tôxico; de aquî que el LPS, con ED.'A, pierda la integridad 
de su estructura y su actividad tôxica para las mitocondrias.
SPITZER y cols. (1973) investigan el efecto de una 
inyecciôn de LPS de E. coli sobre la roopuesta lipolîtica in­
ducida por nor-epinefrina en células del tejido adiposo de 
perro y observan que se produce una li’eraciôn mayor de acidos
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grasos y de glicerol. SPITZER (1974), para poder esclarecer 
el mecanismo por el cual la endotoxina altera el metabolismo 
lipidico de las células adiposas, estudia "in vitro" lasinte­
racciones entre endotoxina y células adiposas y sugiere ^os 
posibles mecanismos de acciôn; a) que la endotoxina altéré 
algûn componente lipidico o proteico de la membrana, o de los 
dos tipos, aumentando de esta forma el nûmero de receptores 
hormonales en la superficie celular; y, b) que actue alterando 
la distribuciôn iônica de la membrana. El LPS incrementa los 
niveles de AMP ciclico intracelular, probablemente activando 
indirectamente la AMP ciclasa; por ser un enzima que esté aso- 
:iado.^a la membrqna y es mas accesible que la fosfodies-
terasa a la uniôn de los iones Ca , que resultan inhibido-
++res de la misma. Esta uniôn de iones Ca puede producir alte­
raciones en las propiedades fîsicas de la membrana.
Por otra parte, las prostaglandinas, que son modula- 
dores endôgenos de la lipolîsis inducida por hormonas de célu­
las de tejido adiposo, necesitan una membrana celular Intacta 
para desarrollar su acciôn. Las modificaciones de la membrana 
plasmâtica, a las que nos acabamos de referir, pueden alterar 
su acciôn especîfica e impedir la regulaciôn normal con lo que 
se aumenta la lipolîsis.
Recientemente, WOLFF y COOK (1975) estudiando la esti­
mulaciôn de la esteroidogenesis y de la adenilato ciclasa produ­
cida por LPS de E. coli, Serratia marcescens y Salmonella typho- 
sa, sobre las células de tumores adrenales, sugieren que estos 
cambios del metabolismo pueden deberse a alteraciones produci- 
das por el LPS en la conformaciôn de la membrana plasmâtica.
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analogamente a lo que parece suceder con otros estimuladores 
del adenilato ciclasa tales .como hormonas (RUBIN y cols.
1973) y policationes (WOLFF y COOK, 1975) .
En el shock endotoxico, también se incrementan los 
niveles de prostaglandinas en plasma y , NAKANO y PRANCAN (1973), 
observan que este incremento puede deberse a un efecto en la 
actividad enzimatica de la prostaglandin-dehidrogenasa que 
inactiva las prostaglandinas, alterandose su metabolismo tanto 
en rihôn como en pulmôn.
Y por ûltimo, también se ha comprobado que los LPS 
bacterianos son capaces de estimular "in vitro" la hemo-oxi- 
genasa de los macrofagos peritoneales do rata, encargados de 
la eritrofagocitosis.
Asimismo, estas endotoxinas pueden afectar "in vivo" 
a la hemo-oxigenasa de higado (GEMSA y cols. 1974).
8 . Resistencia inespecifica a infeccior.es
ROWLEY, (l955^ observé que animales que habian sido 
inyectados con paredes de E. coli unas veinticuatro horas an­
tes de la inyecciôn de bacterias, eran mucho menos susceptibles 
que los demâs, a la infecciôn. Desde enfonces, diverses autores 
han visto que una variedad de endotoxinas bacterianasinducen 
resistencia frente a la infecciôn por algunas bacterias como 
E. coli, Klebsiellas, Pneumococci, Pseudomonas, Salmonellae 
y Staphylococci (ROWLEY, 1955, DU.BOS y SCHAEDLER, 1956, LANDY, 
1956, MARCHERITA y FRIEDMAN, 1965, BERGER y FUKUI, 1963, KIM­
BALL y cols. 1968) frente a hongos como Candida y Cryptococcus
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(WRIGHT y cols. 1969, KIMBALL y cols. 1968, WOLFF, 1968), 
frente a algunos parasitos del gênero Plasmodia y Trypanosoma 
(SINGER y cols. 1964, MacGREGOR y cols. 1969) y frente a virus 
del tipo Ectromelia, encefalitis y New Castle (WAGNER y cols., 
1959, GLEDHILL, 1959, FINKELSTEIN, 1961, WAGNER y cols. 1959).
En estos aspectos CLUFF (1970) ha hecho una revisiôn 
sobre los efectos de las endotoxinas en relaciôn con la suscep­
tibilidad a las infecciones, indicando que este incremento de 
resistencia puede estar relacionado con un aumento de la acti­
vidad de los macrofagos y del sistema reticulo endotelial, con 
un cuadro de granulocitosis y con algunos cambios vasculares.
Sin embargo, no se conoce el mecanismo de esta resistencia ines­
pecifica a la infecciôn, que aparece después de la adminstra- 
ciôn de endotoxinas. ELIN y WOLFF (197 4) , estudiando el papel 
del hierro en la resistencia inespecifica frente a una infec­
ciôn por Candida albicans inducida por la presencia de endoto­
xina de E. coli, sugieren que los cambios condicionados por 
endotoxina sobre el metabolismo del hierro resultan ser muy 
importantes para el desencadenamiento de esta resistencia.
9. Otros efectos
Ademâs de todas las acciones antes citadas, existen 
otras mas propiamente inmunolôgicas que seran tratadas con 
mas amplitud en los spartados vi y VII. Entre ellas un incremen­
to de fagocitosis en los leucocitos (CLINE y cols. 1968) , blasto- 
genesis en linfocitos (SHANDS y cols. 1973) y mitosis en macro­
fagos (FORBES, 1965). Asimismo, estos LPS, pueden actuar como 
adjuvantes, mitôgenos,inmunôgenos e inmunosupresores.
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Para terminar, diremos, que la administraciôn de 
endotoxina puede dar lugar a trastornos hemorragicos graves 
y shock, seguido de la muerte en muchas ocasiones.
WOLFF y BENNET (1974) observan que las septicemias 
de bacterias Gram-negativas, poseyendo endotoxinas, producen 
la muerte en un 25% de los enfermos.
Uno de los pocos efectos de las endotoxinas, descrito 
sobre un sistema procariotico, es el de una de-represiôn de la 
nitrogenasa (inhibida por amoniaco) en Azotobacter (LEPO y 
WYSS, 1974).
VI. INTERACCIONES ENDOTOXICAS 
: CON EL SISTEMA IMMUNITARIO
Los lipopolisacaridosextraidcs de bacterias Gram- 
-negativas poseen un amplio espectro de actividades inmunolô­
gicas. Asî se ha comprobado que las moléculas de LPS pueden 
actuar como mitôgenos para los linfocitos B (ANDERSSON y cols. 
1972, GERY y cols. 1972); también son coadyuvantes muy activos, 
en algunas qcasiones, mientras que en otras pueden funcionar 
como inmunosupresores (NETER, 1969) o dar origen a una tole- 
rancia inmunolôgica especîfica; asimisvo resultan ser buenos 
inmunôgenos, ya que en pequenas dosis pueden dar lugar a una 
buena respuesta de anticuerpos "in vivo'* (RUDBACH , 1971). En 
los siguientes apartados vamos a tratar cada uno de estos efec­
tos y actividades por separado.
1. Actividad inmunogénica
Las moléculas de LPS son antlgenos quêtai inyectarlos 
en animales,dan lugar a la formaciôn do anticuerpos especificos 
MÔLLER y cols. (1973) han comprobado qro estos anticuerpos son, 
por lo general, del tipo Ig M, ya que ( ri algunos casos no se 
produce sîntesis de IgG. La sîntesis do anticuerpos IgM se ré­
gula por un mecanismo de retroalimentaoiôn, en el cual los anti* 
cuerpos suprimen su propia sintesis al combinarse con el antî-
12
geno. No se conoce la razôn por la cual, en algunos casos, 
tiene lugar la formaciôn de anticuerpos IgG mientras en otros 
no .
Segûn es sabido, la inducciôn de sintesis de anti­
cuerpos requiere, por lo general, un reconocimiento -por par­
te de las celulas inmunocompetentes- de dos déterminantes del 
inmunôgeno: el primero de ellos, es reconocido por un receptor 
en el precursor de las células formadoras de anticuerpos, en 
tanto que el segundo lo efectua el sistema de cooperaciôn celu­
lar. El reconocimiento de estos dos déterminantes, por diferen­
tes poblaciones celulares, da lugar a la formaciôn de un esti­
mulo inductor para los precursores de las células formadoras 
de anticuerpos. Existen tres modelos basicos para explicar la 
activaciôn de los linfocitos B:
a) En uno de ellos -el de sehal ûnica- se considéra 
que las células cooperadoras constituyen un mecanismo de presen- 
taciôn, de los déterminantes antigénicos, a las células precur- 
soras en una determinada densidad (FELDMAN, 1972). Asi, las 
células B se disparan por medio del entrecruzamiento de los re­
ceptores existentes sobre las propias células B; bien sea por
un antigeno polimérico o por las moléculas antigénicas, (que 
existen distribuidas sobre la superficie de los macrofagos) a 
través de receptores especificos de las células T.
b) Otro modelo propone, que para que tenga lugar la 
activaciôn de células B se necesita una senal mitogénica ines­
pecifica. Los receptores del antigeno i-iterpretan un papel pa- 
sivo, ya que se limitan a poner en contacte los precursores de 
las células formadoras de anticuerpos cc i el sistema de coopera­
ciôn celular; con ello dan lugar a la liberaciôn de un estimulo
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mitogênico (COUTINHO y MÔLLER, 1973)
c) Finalmente, en los modelos de dos sehales, se 
requiere que la interacciôn del antigeno con el receptor-que 
existe en el precursor (sobre las células formadoras de anti­
cuerpos)- mande una sehal a estas células y que a su vez, las 
células cooperadoras, liberen una segunda sehal para completar 
el estimulo inductor (WATSON y cols. 1973) . Esta segunda sehal 
es un factor soluble no especifico liberado por las células T 
(SCHIMPL y WECKER, 1972) y quizâ también por los macrôfagos 
(SCHRADER, 1973). Asi, en los dos ûltimos modelos, los recepto­
res inmunoglobulinicos tienen un papel pasivo para la fijaciôn 
del antigeno; y con ello, se desencadenarâ la reacciôn inmuni- 
taria, ya sea por mediaciôn de la sehal mitogénica intrinseca 
de los antigenos T independientes, o bien por los factores so­
lubles liberados a partir de las células cooperadoras o acceso- 
rias a través de un puente antigénico (ANDERSSON y cols. 1972).
La diferencia principal^ entre estos dos modelos^ es si la causa 
desencadenante para la estimulaciôn de antigenos T-independientes 
es por entrecruzamiento de receptores,(después de la interacciôn 
con el antigeno) o depende de una fase mitogénica.
Por otra parte, el LPS y otros antigenos T-indepen­
dientes (flagelina polimerizada, polisacarido de Pneumococco 
etc), debido a su sehal mitogénica intrinseca, pueden sustituir 
los factores T y son capaces de inducir la respuesta inmune pri- 
maria frente antigenos T-dependientes en ausencia de células T 
(SCHRADER, 1974).
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El LPS es un potente inmunôgeno en casi todas las 
cepas de ratôn; sin embargo, en algunas -como por ejemplo la 
C3H/HeJ- tiene una respuesta muy pobre (SULTZER, 1972). Esta 
respuesta esta bajo control genético y en ella parecen estar 
implicados varios genes; los linfocitos de estas cepas tampoco 
se activan mitogênicamente con el LPS.
REED y cols. (1973) estudian la respuesta frente a 
LPS de E. coli en ratones normales, en ratones atimicos conge- 
nicos (ratones desnudos) y en ratones fenotipicamente normales, 
compaheros de camada de los atimicos, y observan que los ratones 
atimicos responden de forma similar a los normales. Con esto pa­
rece demostrarse la timo-independencia de la respuesta a LPS 
en ratones sin timo funcional. Asimismo, la respuesta secunda­
ria frente a estos antigenos (en ratones de este tipo) llega a 
producirse -casi seguramente- porque las células que llevan 
la memoria inmunolôgica no son timicas. Sugieren que la timo 
dependencia no se debe a la naturaleza de los grupos inmunode- 
terminantes del antigeno, sino a su forma fisica y a su presen- 
taciôn. FELDMAN y BASTEN (1971) han visto en el caso de la fla­
gelina, que segûn esté en forma polimerizada o monomérica induce 
una respuesta timo-independiente o timo-dependiente respectiva- 
mente.
NETER y cols. (1973) estudian los efectos de la tem­
peratura sobre la inmunogenicidad y antigenicidad de las molé­
culas de LPS. Asi comprueban que al calentar el LPS, se reduce 
su inmunogenicidad en un 95%, produciendose muy pocos anticuer­
pos; sin embargo el animal queda inmunizado primariamente y 
tiene lugar una inmunizaciôn secundaria cuando se administra 
una inyecciôn de recuerdo con antigeno no calentado. Congelan-
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do y descongelando varias veces la preparaciôn de antigeno, 
se logra restaurar otra vez s\i inmunogenicidad; sin embargo, 
la antigenicidad es decir, la capacidad de un antigeno para 
neutralizar los anticuerpos anti-0, no se modifica con estos 
tratamientos. Estos autores sugieren que los cambios en la 
capacidad inmunogénica pueden deberse a mecanismos de <aso- 
(Ciacion y disociacion , o bien a cambios en la configuracién 
del portador de los déterminantes antigénicos.
Los LPS son capaces de transformer en inmunogenico 
un hapteno monovalente que no sea inmunogénico "per se", (es 
demasiado pequeho para interaccionar simultaneamente con dos 
poblaciones celulares) (WATSON y cols. 1973). El hapteno al 
interaccionar con su receptor manda una sehal a las células 
precursoras, mientras que el LPS incrementa la eficiencia de 
la sehal enviada por el sistema de cooperaciôn celular. TRENKER 
(1974) utiliza células T activadas frente a aloantigenos de las 
células precursoras, para producir anticuerpos "in vitro" fren­
te a los haptenos del di-o trinitrofenol (DNP, TNP) y frente a 
glicerolfosforilcolina (GPC).
Se originan diferencias interesantes en la respuesta 
inmune frente a un hapteno, segûn se utilice para completar el 
estimulo inductor el LPS o células T activadas frente a aloan­
tigenos. El LPS estimula en ausencia de antigeno una inmuno res­
puesta de fondo bastante considerable, mientras que las células 
T activadas por aloantigenos, no son capaces de hacerlo. El nû­
mero total de células formadoras de anticuerpos es mayor en 
cultivos estimulados con LPS y antigeno, que en los cultivos es­
timulados por células T-activadas. Las células de bazo de anima­
les atimicos congenicos en presencia de LPS o de células T-acti-
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vadas incrementan su capacidad de sîntesis de DNA; sin embargo, 
el tante por ciento de cêlulas que sintetizan DNA es mayor en 
el caso del LPS. Este autor sugiere que la primera senal se 
induce por la interacciôn del antigeno con el receptor y la 
segunda por el reconocimiento, efectuado por las cêlulas T, de 
los antigènes de membrana existentes en les precursores de cêlu­
las formadoras de anticuerpos.
JACOBS y MORRISON (1975) estudian el mécanisme de la 
respuesta primaria "in vitro" de cêlulas de bazo murinas, tren­
te a TNP conjugado con LPS como portador. el TNP se une cova- 
lentemente al polisacarido central y al lipide A, haciêhdolo 
en una proporciôn aproximada de 2, 4 molêculas de hapteno por 
molêcula monomerica de LPS. Este complejo TNP-LPS formado es in- 
munogênico "in vitro" a muy baja concentraciôn y es capaz, como 
ya hemos visto, de originar una respuesta de anticuerpos anti^ 
TNP que sean T-independientes. Esta estimulaciôn a bajas dosis 
sugiere, segûn estes autores, que el antigeno se une preferen- 
temente a cêlulas B con receptores de alta afinidad para el hap­
teno y, seguidamente, el LPS estimula estas cêlulas a dividirse 
y diferenciarse. En este case, el TNP, sirve al menos para con- 
centrar la sehal del LPS sobre los precursores anti-TNP. La se­
nal del LPS es seguramente mitogênica ya que el TNP conjugado 
con LPS que ha side sometido previamente a hidrolisis alcalina 
suave (hidrolisis de los enlaces ester o amida de los âcidos 
grasos del lipido A ) , no inducen una respuesta în vitro" anti- 
-TNP. Con este tratamiento las cadenas antigenicas O del LPS 
no se alteran y ello parece indicar, por tanto, que se necesi- 
ta un lipido A intacto. Cuando intervienen el LPS sôlo, se es- 
timulan la mayoria de las cêlulas B (respuesta policlonal), pro- 
duciendose anticuerpos trente a muchos antigenos, entre ^ellos 
el NNP, el TNP y otros; mientras que el NNP-LPS y el TNP-LPS
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estimulan preferentemente la producciôn de anticuerpos de alta 
afinidad.
El mâximo nûmero de cêlulas formadoras de anticuer­
pos anti- NNP se produce a una concentraciôn mas baja con el 
complejo NNP-LPS que cuando se utiliza el LPS sôlo. Estes 
autores concluyen finalmente que,aunque sus resultados son 
bastante compatibles con el modelo en el-cual la mitogenicidad 
del portador tiene un papel muy importante para inducir una 
respuesta T-independiente, no es seguro todavia que la senal 
mitogênica sea siempre una senal inespecifica para estimular 
la respuesta en IgM. Sugieren que alguna otra propiedad del 
LPS, por ejemplo la de activar el C3 (DUKOR y cols. 1974), 
podria ser la responsable de la estimulaciôn de los linfocitos
Por otra parte, CHEDID (1973) observa que algunos 
ratones se hacen hiperreactivos trente a endotoxinas, tanto 
despuês de una inmunosupresiôn como de inmunoestimulaciôn y 
ello parece indicar que la susceptibilidad de una endotoxina 
puede incrementarse por un desequilibrio inmunolôgico.
BLANKWATER y cols. (1975) estudian la respuesta tren­
te a derivados alquilados de LPS de E. coli en ratones negros 
de Nueva Zelanda y observan que el titulo de anticuerpos dis- 
minuye con la edad, llegando incluso a desaparecer en algunos 
casos. Concluyen que este puede deberse a un etecto a nivel de 
cêlulas B, del mismo modo que otros antigenos atectan a las 
cêlulas T.
El LPS detoxiticado con un àlcali pierde las activi- 
dades biolôgicas asociadas con el lipido A. En este caso en
118
lugar de producir dos seriales inmunolôgicas, dâ lugar tan solo 
a la senal especîfica antigêhica (polisacarido 0), pero carece 
de la senal inespecifica de caracter mitogênico. En estas con- 
diciones no es capaz de actuar como mitôgeno, segûn hemos vis­
to antes, ni como adyuvante de antigenos proteicos (SKIDMORE, 
1975).
VON ESCHEN y RUDBACH (197 6) estudian la respuesta 
"in vivo" frente a LPS en ratôn. Estos autores comprueban que 
el LPS detoxiticado con âlcali produce varias reacciones: a) 
origina una respuesta primaria en ratones normales y atîmicos,
b) no estimula respuestas secundarias, en ocasiones, ni en ra­
tones atîmicos; c) aunque no estimula pera respuestas secunda­
rias, puede sensibilizar los ratones at micos para una respues­
ta secundaria que se puede estimular coe una inyecciôn de LPS.
La respuesta primaria obtenida en estas condiciones tiene una 
cinética similar a la respuesta trente -u un polisacarido nativo 
protoplasmico y no mitogênico. Desde el punto de vista tuncional 
el LPS tratado con alcali posee solamene la sehal antigêhica; 
esto confirma el concepto de la separaciôn tuncional de las dos 
sehales inmunolôgicas requeridas para estimular una respuesta 
secundaria de anticuerpos. El hecho de ue el LPS detoxiticado, 
no siendo mitogênico, estimule la respu sta en anticuerpos de 
ratones atîmicos congênicos, esta en con::ra de la hipotesis de 
COUTINHO y MOLLËR (1975) de que los an ::.îgenos T-independientes 
son inmunogehicos debido a ser activadc es policlonales de las 
cêlulas B. El que el LPS detoxiticado  ^ nsibilice a los ratones 
atîmicos congenitos y no a los normales, trente a una respuesta 
secundaria con el LPS, puede signiticar que las cêlulas T ejer- 
cen una acciôn supresora sobre la capac'dad del LPS detoxitica­
do para inducir un estado de memoria ir lunolôgica en ratones 
normales.
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Esta acciôn se ha podido observar con otros antigenos 
T-independientes taies como el polisacarido de pneumococo tipo 
III y la polivinil-Pi^^olidona (BAKER y cols. 1970, ROTTER y 
TRAININ, 1974). La desapariciôn de la sehal mitogênica ines­
pecifica, por el tratamiento alcalino del LPS, hace que se ma- 
nifieste la actividad supresora de las cêlulas T; la cual, no 
es capaz de manifestarse con LPS unicamente. Todo ello les 11e- 
va a concluir que la molêcula del LPS-y la del LPS detoxiticado- 
tienen propiedades inmunolôgicas bastante diterentes y ello hace 
que se dude de algunos experimentos realizados por el grupo de 
MOLLER (MOLLER y SJOBERG, 197 2), en los que se ha utilizado el 
LPS detoxiticado para producir tolerancia inmunolôgica.
2. Etecto inmuno-coadyuvante de las endotoxinas
La respuesta humoral trente a un antigeno se puede 
potenciar por la adiciôn de un estimulo inespecitico o coad- 
yuvante. Estos coadyuvantes pueden actuar en diterentes etapas 
de la respuesta inmune. Asi, DRESSER (1970) ha sugerido que la 
actividad coadyuvante actua estimulando la divisiôn celular y 
que las cêlulas atectadas puedenser, tanto las cêlulas precur- 
soras (sin un cometido determinado) como las cêlulas con una 
tunciôn inmunitaria ya detinida y pretijada; o incluso, aquellas 
cêlulas que aün estando ya en contacte con el antigeno, puede 
moditicarse la naturaleza de su cometido. Una cêlula sensible 
a antigeno necesita dos estimulos para iniciar su diterenciaciôn 
hacia una cêlula tormadora de anticuerpos; es decir un estimulo 
antigênico especitico y un estimulo inespecitico (coadyuvante) 
que es el que inicia la divisiôn celular. La combinaciôn de es­
tos dos estimulos da lugar a una poblaciôn de cêlulas formadoras 
de anticuerpos, mientras que un estimulo especitico, por si solo^
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puede dar lugar a un efecto contrario, es decir, a la inducciôn 
de un estado especitico de tolerancia inmunolôgica por producir 
la inactivaciôn de las cêlulas correspondientes (DRESSER, 1970) 
El segundo estimulo inductor se puede originar por alguna pro­
piedad no especitica, propia del antigeno, o por la administra- 
ciôn -simultaneamente con el antigeno- de un coadyuvante.
La acciôn coadyuvante puede centrarse a nivel de dis- 
tintos tipos celulares. DRESSER (197 2) ha observado que las 
propiedades coadyuvantes de la Bordetella pertussis, sobre la 
respuesta inmune a globulos rojos de carnero (SRBC) en ratôn, 
se produce a nivel de las cêlulas B y T: a bajas dosis de antîT- 
geno se tavorece la acciôn de la Bordetella pertussis sobre 
las cêlulas T, mientras que a dosis mas altas el etecto se 
manitiesta sobre las cêlulas B. UNANUE y cols. (1969) han su­
gerido que la Bordetella pertussis puede ejercer, parte de su 
etecto coadyuvante, a travês de la estimulaciôn de macrotagos; 
y ALLISON y DAVIES (1971), han demostrado que este etecto coad­
yuvante -tanto el de la bacteria (Bordetella pertussis) como 
el de los LPS- parece estar mediado a travês de macrotagos 
que, a su vez, incrementan la capacidad cooperadora de las cê­
lulas T.
Mas adelante, GERY y WAKSMAN (1972) han encontrado 
que los macrotagos tratados con endotoxina liberan un tactor 
soluble que estimula los lintocitos T.
CLUFF (1970) observé que los LPS daban lugar a un 
aumento de la actividad tagocitaria del sistema reticulo endo- 
telial, aunque NAKANO y cols. (1973) afirman que este incremento 
de actividad tagocitaria de los macrôlagos no tiene una rela- 
ciôn grande con su etecto coadyuvante, ya que cuando tratan con
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LPS "in vitro" una poblaciôn de linfocitos y la transfieren 
a ratones singenicos, la respuesta de éstos trente a SRBC 
aumenta notablemente; esto no sucede, sin embargo, en el caso 
de macrotagos.
Estos autores concluyen que el etecto coadyuvante 
del LPS sobre la respuesta a SRBC se ejerce a travês de las 
cêlulas T y B.
Estos ûltimos resultados no estan de acuerdo con los 
de ALLISON y DAVIES (1971), expuestos anteriormente; quizâ se 
deba esta discrepancia a que NAKANO y cols utilizan un inmunô- 
geno muy tuerte (SRBC), mientras que los otros autores ensayan 
con uno debil, como es la seroalbumina bovina (BSA). En el 
caso del BSA, la tolerancia e inmunizaciôn pueden ocurrir si­
multanée y competitivamente; y de este modo, el antigeno, aso- 
ciado con macrotagos, es capaz de inducir la respuesta del 
huesped hacia la inmunizaciôn.
En cuanto a la sintesis de inmunoglobulinas, DRESSER 
y PHILIPS (1974), han observado que el LPS de E .coli ejerce su 
acciôn coadyuvante directamente sobre 3 as cêlulas B y que la 
respuesta en IgM -trente a SRBC en rctôn- résulta parcial- 
mente independiente de cêlulas T, mientras que la de IgG esta" 
muy condicionada a la presencia de cêlulas T. De esta manera, 
se puede predecir que un coadyuvante de cêlulas B afecta pre- 
dominantemente la respuesta en IgM, mientras que un coadyuvante 
de cêlulas T potencia la respuesta en IgG mas que la de IgM. 
Segûn estos autores, el LPS hervido, e ; peor coadyuvante que 
cuando se emplea suspendido en soluciôc salina, por homogeneiza- 
ciôn o sonicaciôn.
( * ) SRBC = suspension de glôbulos rojoc de carnero
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El LPS también puede actuar en ausencia de cêlulas T, 
pero la respuesta absoluta es mayor cuando existen estas cêlu­
las T. Concluyen por lo tanto que el LPS ejerce su acciôn coad­
yuvante, directamente sobre las cêlulas B, pudiendo sustituir 
algunas de las funciones de las cêlulas T, pero no todas.
ARMERDIMG y KATZ (1974) sugieren que el LPS induce 
"in vitro" una respuesta policlonal (antigeno-independiente) 
en un nûmero limitado de linfocitos B, pero que el efecto ad­
yuvante del LPS, sobre las respuestas anti-antîgeno "in vitro" 
e "in vivo" son siempre T-dependientes. El efecto del LPS sobre 
las cêlulas T , puede ser directeo bien, estar mediado por un 
macrôfago y por los factores biolôgicamente activos.
NEWBURGER y cols. (1974) estudian los efectos del 
LPS sobre la respuesta en anticuerpos IgG e IgE trente a dini- 
trotenil-proteinas en un sistema de transterencia de cêlulas 
adoptivas ("Adoptive cell transfers") en ratôn y comprueban 
que, cuando inyectan LPS junto con la inyecciôn de antigeno 
en animales irradiados y reconstituidos con cêlulas de bazo 
de animales inmunizados con este mismo antigeno, se obtiene un 
aumento en ambos tipos de anticuerpos trente al antigeno origi­
nal; as/ demuestran que el mecanismo que contrôla la producciôn 
de anticuerpos IgE e IgG esta sujeto a la intluencia coadyuvante 
del LPS y que la respuesta en anticuerpos IgE es la màs sucepti- 
ble al etecto coadyuvante de bajas dosis de LPS. En este caso, 
el etecto coadyuvante se ejerce sobre 3 as cêlulas T, ya que la 
tünciôn cooperadora especitica de la proteina portadora se incre- 
menta con la administraciôn de LPS al mismo tiempo que la inmuni­
zaciôn con la proteina portadora. Sus resultados estan de acuerdo
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con los de ARMERDlNGy cols. (1974) y los de KAGNOFF y cols. 
(1974), ya que todos ellos tienen pruebas de que el efecto * 
coadyuvante del LPS depende de cêlulas T.
LAGRANGE y cols. (1975 a) observan que cuando el 
LPS se administra antes que el antigeno (eritrocitos de car­
nero) , se déprimé la actividad de las cêlulas T (disminuye 
la hipersensibilidad retardada), mientras que la producciôn 
de anticuerpos se aumenta. Esta acciôn se revierte con un tra­
tamiento a base de ciclofosfamida, que interfiere con la pro­
ducciôn de anticuerpos. Las cêlulas T-activadas pueden dejar 
de funcionar en la sangre como mediadoras de la hipersensibi­
lidad retardada, aunque puedan seguir funcionando normalmente 
como cêlulas cooperadoras en el bazo.
El LPS puede inducir inhibiciôn de la respuesta de 
las cêlulas T (deprimiendo la hipersensibilidad retardada) 
cuando aumenta mucho la producciôn de anticuerpos por las 
cêlulas B. Estos autores concluyen que el LPS actua interfi- 
riendo con la inducciôn de la inmunidad celular, pero no con 
su expresiôn.
El LPS puede^por tanto^utilizarse para evitar el 
rechazo de transplantes, ya que incrementa la formaciôn de 
anticuerpos, disminuyendo a su vez la inducciôn de inmunidad 
celular. Sin embargo si se administra el LPS despuês de la 
inyecciôn de antigeno la inmunidad celular se aumenta.
Mas adelante, LAGRANGE y MACKANESS . (1975 b) observan 
otros dos efectos del LPS. Uno de ellos es la supresiôn aguda.
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pero transitoria, de la hipersensibilidad retardada; esto se 
observa muy claramente cuando el LPS se administra a ratones 
inmunizados adoptivamente en el momento de la transferencia 
celular. El otro efecto es un aumento de los niveles de hiper­
sensibilidad retardada que ocurre cuando el LPS se administra 
de 2 a 6 dias despuês de la estimulaciôn antigêhica. La hiper­
sensibilidad retardada se produce por una inmunizaciôn subcu- 
tanea o intravenosa de ratones con globulos rojos de carnero 
(SRBC) y esté mediada por cêlulas T,en cooperaciôn con cêlulas 
accesorias (monocitos). Estos autores encuentran efectos dife- 
rentes del LPS bacteriano en distintas etapas de la respuesta 
inmune: a) El LPS puede incrementar la actividad de las cêlu­
las T al administrarlo de 1 a 3 dias despuês de la sensibili- 
zaciôn; pero este incremento no ocurre, si el LPS no se depo- 
sita en una zona que afecte con su riego sanguineo a los nô- 
dulos linfâticos correspondientes. El efecto estimulante, en 
este caso observado, es dependiente de la dosis.
b) En animales inyectados con una dosis de eritro­
citos de carnero capaz de bloquear las cêlulas T, se origina 
un efecto similar sobre la respuesta a esta inmunizaciôn intra­
venosa , dando lugar a una reacciôn de hipersensibilidad retar­
dada transitoria.
c) La reacciôn de hipersensibilidad retardada puede 
suprimirse con LPS cuando se administra en el momento en que 
tiene lugar la respuesta de las cêlulas T (es decir en el dia 
4). Este efecto, que es transitorio y reversible, se debe a la 
acciôn del LPS sobre las cêlulas accesorias, que son necesa- 
rïas para la expresiôn de la hipersensibilidad retardada.
Todos estos resultados sugieren una serie de posibles 
modos de acciôn del LPS sobre la inmunidad celular y aunque toda­
via no hay nada suficientemente clarc^ podemos decir que:
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a) El LPS puede proveer de un segundo estimulo a las 
cêlulas que estan bajo la influencia mitogênica del antigeno.
b) La actividad de las cêlulas T se incrementa por 
LPS sôlo durante la fase proliferativa de la respuesta inmune.
c) El LPS puede inhibir especlficamente la produc­
ciôn de anticuerpos implicados en el mecanismo de inhibiciôn 
por retroalimentaciôn y, en este sentido, DRESSER (1973) ha 
descrito un efecto anâlogo al ocasionado*por Bordetella pertu­
ssis .
d) Cuando se administra la Bordetella pertussis, 
despuês de la estimulaciôn antigêhica, este efecto coadyuvante 
aumenta la formaciôn de IgG, mientras que si se da antes del 
antigeno se produce una estimulaciôn de IgM.
Esto esta de acuerdo con que la producciôn en IgM 
se aumenta, aparentemente, al inyectar LPS y los inmuno-comple- 
jos formados con IgM pueden bloquear a los mediadores especifi- 
COS de la hipersensibilidad retardada.
Los resultados de estos autores indican que el LPS, 
dado en un determinado momento de la respuesta inmune frente 
a eritrocitos de carnero, puede ocasionar un incremento del 
nivel y de la duraciôn de la hipersensibilidad retardada.
Finalmente^ otros autores, tambiên han observado un 
aumento del rechazo de transplantes y de tumores-en presencia 
de LPS-debido probablemente al efecto activador del LPS sobre 
las cêlulas T.
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• Interacciones endotoxina-sistema complemento
El complemento es un sistema multimolecular, que 
sirve de mediador humoral primario en algunos reacciones anti- 
geno-anticuerpo. La activaciôn del complemento puede tener 
dos consecuencias biolôgicas distintas: (a) alteraciones fun-
cionales y estructurales de las membranas biolôgicas seguida 
de la consiguiente muerte celular y (b) activaciôn de funciones 
celulares especîficas. Esta activaciôn se realiza por los pro- 
ductos de reacciôn del complemento.
El sistema complemento se puede subdividir en 2 rutas, 
cada una de las cuales comprende diverras unidades funcionales. 
La primera de ellas o ruta clasica se activa por complejos del 
tipo IgG e IgM. Consta de 11 proteinas, que se agrupan en très 
unidades funcionales: la unidad de reconocimiento formada 
por Clq, Clr y Cls que son pro-enzimas, la unidad de activaciôn 
C2, C3 , C4 y el sistema de agresiôn a .1 a membrana, C5, C6, C7,
C8 y C9 (MÜLLER-EBERHARD, 1972). La ruta alternativa, o del 
sistema properdina (PILLEMER, 1954)^ se activa por agregados de 
IgA y de polisacêridos o lipopolisacaridos bacterianos (MULLER 
EBERHARD, 1971). Esta compuesto poy al menos 5 proteinas del 
suero, una de las cuales es el factor C 3 . Esta ruta no utiliza 
el Cl, 02 y C4 y actua sobre el factor C5-9 de manera anâloga 
al mecanismo de activaciôn clâsico.
Ademâs de estas 15 proteinas, el sistema complemento 
ihcluye très reguladores, un inhibidor enzimatico y dos enzimas 
inactivadoras, de tal forma que el sistema complete esta com­
puesto por 18 proteinas o factores sêricos.
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En los ûltimos ahos se han caracterizado once pro­
teinas de la ruta clâsica, conociendose su estructura y parâ- 
metros fisicoquîmicos.
El Clq es una glicoproteina del tipo del colâgeno; 
reconoce los complejos inmunes y por lo tanto inicia la reac­
ciôn del complemento, tiene 6 centres de uniôn de IgG por mo­
lêcula de Clq. El C2 es una de las dos molêculas precursoras 
de la enzima C3 convertasa , que contiene dos grupos sulfhi- 
drilo y que al oxidarse incrementan su actividad hemolîtica.
El C3 (cadenas ) , C4 (c^ ^^  g Y ) y C5 (oC/^ ) son
substrates de 3 enzimas diferentes del complemento -las con- 
vertasas C3 y C5 y el factor Cls, que es la forma activada 
del Cls-. En su funcionamiento, primeramente tiene lugar un 
ataque enzimâtico que rompe tan sôlo un enlace peptîdico de 
la cadena oC de cada uno de ellos, dando lugar a fragmentes 
C3b, C4b y C5b. Estos factores tienen centres activos transi- 
torios, a travês de los cuales se pueden unir a aceptores ade- 
cuados. Los fragmentes C3b y C4b, unidos a estos aceptores, 
tienen otro centre de uniôn estable, que reacciona con el re­
ceptor de inmunoadherencia en la superficie de una serie de 
cêlulas de mamiferos. Esta reacciôn facilita la fagocitosis^ 
por leucocitospolimorfonucleares, monocitos y macrofagos^de 
partîculas unidas al complemento (GIGLI y NELSON, 1968) .
El C3b, C4b y, probablemente, el C5b sufren un nuevo 
ataque enzimatico secundario de las cadenas c>< . Este ataque se 
realiza por las enzimas inactivadoras de los fragmentos C3b 
y C4b, rompiendo, estos fragmentos b, para dar origen a las 
subunidades ^ y d, de tal forma que el C3d se siga manteniendo
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unido a la cêlula (RUDDY y AUSTEN, 1971).
La dinâmica molecular entre las diferentes proteinas, 
constituyentes del sistema, consta de cuatro fases:
a) interacciones réversibles entre las proteinas de 
un mismo grupo funcional;
b) una vez activado el complemento por cêlulas recu- 
biertas de anticuerpo tiene lugar un proceso de "autoensambla- 
do" en el curso del cual el grupo total de molêculas se trans- 
fiere de la soluciôn a la fase sôlida de la cêlula vulnerable. 
En este caso las 11 proteinas son solubles en soluciôn acuosa y 
en la transferencia intervienen 3 mécanismes diferentes, inter­
acciones ionicas réversibles (Cl), activaciôn enzimatica de
los centres de uniôn a la membrana (C2, C3, C4 y C5) y una de- 
finitiva adsorciôn a êsta (C6, C7, C8, y C9); y
c) uniôn de enzimas complejos, como las convertasas
C3 y C5.
d) Finalmente, se originan los pêptidos C2b, C4a,
C3a y C5a a partir de una proteolisis co las proteinas C2, C 3 , 
C4 y C5; las cuales, no participan dir< ctamente en la formaciôn 
de unidades funcionales multimolecularc s de la reacciôn citoli- 
tica. No se tienen dates seguros de la actividad biolôgica de 
los pêptidos C2b y C4a, mientras que el C3a y C5a son las cono- 
cidas como anafilatoxinas, de actividad biologica muy acusada 
(MERGENHAGEN y cols. 1969, ZIMMERMAN y MULLER-EBERHARD, 1971) .
El C3a y C5a tienen activida< es biolôgicas casi 
idênticas, originando libéraciôn de hi.' Lamina de las cêlulas 
cebadas, migraciôn quimiotâctica de leuoocitos polimorfonuclea- 
res y contracciôn del musculo lise. Cu ado se inyectan en la
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piel dan lugar a una formaciôn de edema inmediato y a un eri- 
tema. Asimismo son capaces de activar la proesterasa de leuco- 
citos polimorfonucleares; y esta activaciôn enzimâtica^segûn 
parece, es necesaria para la qiimiotaxis causada por estos dos 
pêptidos (BECKER, 1972). Mas recientemente.JOHNSON y cols.
(197 5) observan que la incorporaciôn de C3a marcado por las 
cêlulas cebadas se correlaciona bien con la libéraciôn de his- 
tamina.
La reacciôn citolîtica clasica del complemento apa- 
rece resumida en la cuadro T U  (MULLER-EBERHARD, 1975) . Este 
modelo esta basado en las siguientes observaciones expérimentales. 
La uniôn de Cl y las cêlulas es dependiente de? anticuerpo; el 
C4 puede unirse a la cêlula en ausencia de anticuerpo y de Cl, 
siempre que el Cls est/ présente en la fase acuosa (MÜLLER-EBER­
HARD y LEPOW, 1965); mas tarde, este factor, tambiên puede unir- . 
se al C2 y despuês al C3 en ausencia del Cls; la uniôn de C5q 
a una cêlula puede estar catalizada por un C4,2,3 localizado en 
la superficie de otra cêlula; las cêlulas,que poseen C5fsufren :' 
una lisis que es independiente de que tenga o no componentes en 
su superficie y parece ser que el C8, es la molêcula encargada 
de esta citolisis.
En el aho 1954,PILLEMER y cols, sugieren que existe 
una via diferente para la activaciôn del complemento. Describen 
un sistema en el que no interviene el Cl, C2 y C 4 , comenzando 
la secuencia del complemento a nivel del C3; este sistema no 
necesita anticuerpos especîficos, tenicndo lugar una reacciôn 
directa entre el antigeno y una proteina sêrica llamada pro­
perdina. Mas adelante, PILLEMER y cols. (19 55) sugirieron que 
la endotoxina era capaz de activar este sistema properdina.
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Posteriormente, otros autores como GEWURZ y cols. (1968), en 
apoyo de este concepto, demostraron que los niveles en suero de 
C3 a C9 -despuês de incubar con endotoxina- disminuyen muy 
marcadamente, mientras que los niveles de Cl, C4 y 02 estan 
cerca de la normalidad; êsto no se corresponde con el consume
de complemento, despuês de la incubaciôn del suero con comple­
jos de antigeno-anticuerpo, ya que en este caso los niveles de 
Cl, C4 y C2 son los mas afectados.
FRANK y cols. (1971), observan que sueros de cobayas
déficientes genêticamehte en C4^ es decir que son incapaces 
de realizar la activaciôn del complemento por la via clasica, 
pueden consumir distintos factores del complemento (del C3 al 
C9) cuando se efectua la reacciôn en presencia de endotoxina. 
Estos autores concluyen que debe de habcr, por tanto, una via 
alternativa para la activaciôn del complemento, y que la endo­
toxina es capaz de activar dicho mecan.• smo. GDTZE y MULLER- 
-EBERHARD (1971) definen un poco mas airpliamente esta via al­
ternativa y en trabajos posteriores estcblecen que êste es el 
sistema properdina descrito por PILLEMh.l.
Sin embargo, algunos trabajo; lian apuntado que se 
cecesitan componentes de la via clâsicc para las interacciones 
endotoxina-complemento. SNYDERMAN y coin. (1971), en sueros de 
cobaya sin C4, demuestran el consumo d* los componentes termi­
nales del complemento asi como la gene:aciôn de factores qui- 
miotacticos por endotoxina, en sueros de cobaya; mientras que 
PHILLIPS y cols. (1972) comprueban que ce necesita una Y-glo- 
bulina. Cl, C4 y C2 para que sea posib"c la interacciôn de eri­
trocitos de carnero -recubiertos por ( edotoxina- con suero de
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cobaya. Cuando el suero quelado con EDTA (para que no funcione 
la via clasica) se hace reaccionar con bacterias intactas pro- 
ductoras de endotoxina, se obtienen dates conflictivos o de 
dificil interpretaciôn: Asi, estirpes de E. coli parecen acti­
var la via alternativa (FINE y cols. 1972), mientras que el 
Haemophilus influenzae actua sobre la via clasica solamente 
(FINE y cols. 1973). Por su parte FINE (1974), présenta pruebas 
en favor de que la endotoxina es capaz de activar tanto la via 
clasica como la alternativa del complemento de cobaya, mientras 
que los eritrocitos recubiertos por LPS sôlo activan la via 
clasica. Esta reacciôn es dependiente de un factor sêrico 
absorbible por E-LPS a 0° C . Este factor parece ser un anti­
cuerpo frente a LPS, que no es cepa-especifico.
Estos ûltimos resultados estan de acuerdo con los 
de FRANK y cols. (1973), quienes tambiôn encuentran que la 
endotoxina es capaz de activar ambas vias. MERGENHAGEN y cols. 
(1973) sugieren que la via alternativa puede tener mas impor- 
tancia para la generaciôn de factores que inician la respuesta 
inflamatoria y la coagulaciôn de la sangre. La via mediada por 
anticuerpos, sin embargo, puede tener mas importancia para pro­
ducir el daho a la membrana celular
Recientemente SNYDERMAN y PILE,(1975)observan que la 
eliminaciôn del Ca^^ sêrico por un quelante muy fuerte (âcido 
etilen-glicol-bis ( p -aminoetil-eter) ■ N,N'-tetraacêtico) ori­
gina una disminuciôn del consumo de los componentes terminales 
del complemento, mientras que en el suero normal -en oresencia de
polisacaridos complejos y LPS- funcioran ambas vias dando lugar
a un consumo mayor, de estos componentes terminales. I
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La activaciôn de la via alternativa del complemento, 
por la endotoxina, puede dar lugar a la producciôn de cantida- 
des normales de factores quimiotâcticos. A travês de esta via 
se realiza tambiên la opsonizaciôn de bacteria^ aunque esta 
sea algo mas lenta que en el caso de la via clâsica (FRANK y 
cols. (1973).
Como resumen en el cuadro iv presentamos las acti- 
vidades biolôgicas que se originan "in vitro", como consecuen- 
cia de las interacciones entre endotoxina y complemento (MERGEN­
HAGEN y cols. (1973).
Por otra parte, tambiên se ha observado que despuês 
de la administraciôn de endotoxina hay una disminuciôn del 
nûmero de plaquetas seguida de un estado de hipercoagulabili- 
dad. FRANK y cols. (1973) concluyen que la inyecciôn de endo­
toxina en animales normales y carentes del factor 04 demuestra 
que la activaciôn -por la via clâsica- es necesaria para que 
tengan lugar la trombocitopenia y para la inducciôn de un esta­
do de hipercoagulabilidad. Sugieren, estos autores, que cuando 
la endotoxina se inyecta por via intravenosa, una parte de la 
misma se une a las plaquetas de tal forma que: 1) esta asocia- 
ciôn forma un complejo biolôgico équivalente a un antigeno 
asociado a la membrana; y 2) que el dano a estas membranas se 
produce por la participaciôn de anticuerpos naturales y por 
la acciôn secuencial de los factores Cl, C4 y C2, no efectuan- 
dose nunca por la via alternativa
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CUADRO IV ,- Actividades biolôgicas, originadas "in vitro", 
como consecuencia de las interacciones endoto­
xina-complemento .
Actividad biolôgica Componentes del complemento
implicados
Anafilatoxina
Contracciôn del musculo liso 
Mayor permeabilidad capilar
C3a, C5a
Libéraciôn de histamina y heparina 
de las cêlulas cebadas C3a y C5a
Adherencia y degranulacio'n de 
plaquetas C3a
Coagulacion de la sangre C6
Factores quimiotâcticos, 
leucocitos polimorfonucleados, 
leucocitos mononucleados
C5a
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NETER y cols. (1956) observaron que para sensibili­
zar eritrocitos hay que calenpar la endotoxina a 100° C y 
esto hace que se disgregue, sin perder sus cualidades antigê- 
nicas, haciéndola ma s reaccionante. Sin embargo, las diferen- 
cias observadas en la estructura del LPS no pueden explicar 
la diferente activaciôn del complemento que se obtiene en el 
caso del LPS y cuando se trata de eritrocitos LPS-sensibiliza- 
dos. Ello no obstante, el LPS calentado, aunque produce una 
descomplementaciôn mener que el no calentado, es capaz de des- 
complementar igualmente el suero absorbido y el no absorbido. 
Parece ser que la asociaciôn con la membrana de eritrocitos 
interfiere de alguna manera con la capacidad de la endotoxina 
para activar la via alternativa. Esto estâ de acuerdo con 
los resultados de FRANK y cols. (1973).
La via alternativa del complemento o sistema proper­
dina consta de varias proteinas de las cuales, hasta 1975, se 
han caracterizado 7. El équivalente al Cl no se ha identificado; 
se piensa que es el factor nefritico (IF) y que al ahadirlo a 
suero normal, consume el C3 e inicia la formaciôn del complejo 
C5b-9 (ARROYAVE y cols. 1974) . La funciôn de êste factor es 
independiente del Cl, C2 y C4 pero requiere la presencia de 
C 3 , del proactivador de C 3 , de la C3 convertasa del proacti- 
vador (C3PAsa), y posiblemente tambiên de properdina. Esta 
ûltima es una H  -globulina del tipo 7S (no inmunoglobulina), 
segûn se ha visto por VALLOTA y cols. 1974, y en el suero se 
encuentra en forma inactiva (STITZEL y SPITZER, 1974).
La properdina es una glicoproteina, con 4 subunidades. 
El proactivador C3 (C3PA, B ) es una -globulina (con una sola 
cadena polipeptidica), precursora de la enzima que rompe C3
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(GOTZE y MÜLLER-EBERHARD, 1971) , y es capaz de formar un 
complejo enzimaticamente activo con una glicoproteina del 
veneno de serpiente. La enzima C3Pasa rompe el C3PA en 
dos fragmentos antigênicamente distintos, uno que se com­
porta como una (X -globulina y otro como una Y  -globulina 
(Bb); este ûltimo tiene alguna actividad de rotura del C3, 
denominandose activador C3 6 C3A.
La C3P-asa (D) se ha aislado recientemente (GOTZE 
1975), posee una sola cadena polipeptidica,y se encuentra en 
el suero en forma activa e inactiva. Puede activarse por pro­
perdina o por tripsina.
En la Fig. 13 _ aparece un esquema de lo que se sabe 
en la actualidad de la via alternativa. Esta consta de dos 
reacciones, la primera de lascuales es properdina dependiente 
y C3b independiente^ mientras que la segunda es properdina in­
dependiente y C3b dependiente.
La enzima C3b,Bb puede unirse a la superficie de 
particules taies como paredes de hongos o cêlulas animales .
Las cêlulas linfoblasticas con un receptor de C3b de alta acti­
vidad adsorben el C3b por medio del mecanismo de inmunoadheren­
cia y son destruidas por los ûltimos componentes del comple­
mento en una reacciôn C3PA-dependiente (THEOFILOPOULOS y cols. 
1974). Tambiên se puede unir el C3bBb a la superficie de eritro­
citos que contienen ademas de C3b, B y D. Estas cêlulas se lisan 
pôr el C3-C9.
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SISTEMA PROPERDINA
Endotoxina
IF IF
• X (!)
P   p
D ( P,D B D
C3 L - -  A  _ yJ— > P,D,C3,B B,C3b,D^-X~
C3bINa
Ii
C3b c3bb
A.
■CBâ
C3b,Bb —  --- — ^  C3
Fig. 13.- Modo de acciôn de la via alternativa en presencia
de endotoxina. (Explicaciôn en la pagina siguiente).
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Explicaciôn correspondiente a la Fig. 13.- Las reacciones de 
la izquierda corresponden a la iniciaciôn de la via p-dependiente 
y los de la derecha constituyen un sistema de retroalimentaciôn 
(feedback) positive, dependiente de C 3 . Ambas reacciones recogen 
al proactivador de C3 (B) y dan lugar a la formaciôn de la C3 
convertasa que consta seguramente de C3b, Bb. Al unirse a acti- 
vadores (agregados de IgA, inulina, LPS) convierte el IF en su 
forma funcional IF, que junto con factores sêricos convierte 
el P en P. P activa el precursor de proactivador de C3 conver- . 
tasa (D — ♦'5). Los componentes P, D, C3 y B interactuan para 
dar lugar a la C3 convertasa. Esta enziaia ataca al C 3 , libe- 
rando el C3b y empieza a funcionar el control de retroalimenta­
ciôn (feedback). El C3b se contrôla por el inactivador C3b 
(C3bINA). De forma no bien conocida hasta la fecha el C3b,B,b 
se convierte el C5 convertasa, que cataliza la uniôn de un com­
plejo citolitico C5b-9. Las anafilatoxinas C3a y C5a son pro- 
ductos intermedios de la reacciôn.
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4. El fenômeno de tolerancia inmunolôgica inducido por endoto­
xinas .
Una molêcula de LPS funciona como antigeno conven- 
cional en cuanto que es capaz de inducir una tolerancia inmu­
nolôgica, que es tan especîfica como la respuesta inmune; pero 
el LPS, a diferencia de otros antigenos, induce esta tolerancia 
unicamente a dosis altas. MOLLER (>f972) sugiere que la toleran­
cia a dosis bajas afecta a las cêlulas T, mientras que a dosis 
elevadas afecta a cêlulas B y T; ya que el LPS, segûn estos 
autores, es un antigeno timoindependiente y parece lôgico que 
su tolerancia sôlo se induzca a dosis altas.
A pesar de que la tolerancia frente a LPS origina
una ausencia de cêlulas productoras de anticuerpos, se ha en­
contrado que los animales tolérantes a LPS tambiên poseen un 
nûmero mayor de cêlulas con receptores para este antigeno.
MOLLER y SJOBERG (1972) observan que las cêlulas con recepto­
res para LPS eran sôlo de origen B y tambiên sugieren que -en 
animales tolérantes- las cêlulas se hallan bloqueadas, no pu­
diendo exhibir su reactividad inmunol6gica(M0LLER y colsy ;i973). 
Dado que este bloqueo es inmunologicamente especlfico, quizas 
pueda deberse al antigeno, o al anticuerpo, o a ambos. Ello 
no obstante , otros autores (ZAN-BAR y cols, 1975) opinan que 
en la tolerancia inmunolôgica es muy probable que las cêlulas 
T supresoras jueguen un papel importante.
Tambiên las endotoxinas son capaces de ejercer otro
tipo de efectos, ya que pueden dar por terminado un estado de
inmuno-tolerancia (NETER, 1969) . ORNELLAS y cols. (1974) , estu- 
diando el efecto de la endotoxina sobre el proceso tolerogênico, 
encuentran que el LPS interfiere con la inducciôn de tolerancia.
140
de tal forma que convierte una senal tolerogênica o debilmente 
inmunogênica en inmunogénica activa.
CHILLER y WEIGLE (1973) han demostrado este mismo 
fenômeno utilizando un sistema de transferencia adoptiva en 
ratôn. Estos autores, lo mismo que los anteriores, encuentran 
que el LPS no afecta a la tolerancia inducida por cêlulas T, 
pero SI a la inducida por cêlulas B. Estos resultados no estân 
de acuerdo con los obtenidos por ARMERDING y KATZ (1974) , que 
parecen demostrar que la endotoxina actua a nivel de cêlulas T, 
al menos como adyuvante. ORNELLAS y cols. (1974) postulan que una 
ffihal mitogênica en un momento adecuado, sobre la superficie de 
las cêlulas B (o T) que acaban de interaccionar con el tolercT- 
geno, puede actuar como una "senal secundaria", que activa es­
tas cêlulas hacia una respuesta inmune.
Cuando estas cêlulas se han hecho tolérantes irrever- 
siblemente, ya no puede actuar ninguna "sehal secundaria"
5. Sobre la inmunosupresiôn inducida por endotoxinas.
Las molêculas de LPS, independientemente de que sean 
capaces de incrementar la respuesta inmune, tambiên pueden su- 
primirla y segûn parece, el lipido A es el responsable de esta 
actividad, seguramente.
En la Figura 14 aparece un diagrama de los aconteci- 
mientos celulares de la respuesta inmune-como se puede ver, 
el macrofago ocupa una posiciôn central, ya que reacciona con 
el antigeno e interacciona con las cêlulas T y B en sus activi-
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dades tanto receptoras como efectoras. Estos tres tipos de 
celulas se derivan de cêlulas.germinales de la mëdula osea.
Los macrofagos procesan la mayorîa de les antigènes, poniendo 
en contacte les déterminantes especificos del portador y del 
antîgeno con les receptores especificos existentes en las cé- 
lulas T y B respectivamente (UNANUE y cols. 1969). Se demues- 
tra que el macrôfago expérimenta una activaciôn porque se de- 
tecta un claro aumento en su sintesis de proteinas, en la pro- 
ducciôn de factores que afectan la funciôn de las células T y 
en la citotoxicidad para ciertas células vulnérables (UNANUE, 
1972). Per otra parte^ el linfocito B, una vez estimulado, puede 
producir anticuerpos citofîlicos para las membranas de les ma- 
crôfagos que intervienen en la reacciôn del macrofago con el 
antîgeno (NELSON, 1969). La cêlula T puede también afectar a , 
la funciôn de los macrofagos, liberando un complejo (IgM )-an- 
tigeno (o un IgT-antigeno, segûn FELDMAN y cols. 1974) que pue­
de reaccionar con las membranas de los macrofagos (RHODES, 1973).
Las células T, aparentemente estimuladas por el anti­
gène, pueden diferenciarse en diversas subpoblaciones: las cé­
lulas cooperadoras, que amplifican la respuesta de las células 
B al antîgeno y otra subpoblaciôn constjLtuida por las células sU' 
presoras, capaces de suprimir la respuesta de los linfocitos 
T y B que no han sido estimulados.
Esta poblaciôn ha sido descrita perfectamente por 
GERSHON y cols. (1972) y por BARTHOLD y cols. (1974).
Segûn êsto, las funciones cooperadoras y supresoras 
pueden quiza, refiejar dos actividades alternativas de una 'cê­
lula reguladora (GERSHON, 1974). Una tercera poblaciôn de timo- 
citos, comprende las células T efectoras que se estimulan para 
liberar una variedad de linfoquinas, que son mediadoras de la 
inflamaciôn. KAPP y cols. (1974) , ponen en duda la existencia 
de estas tres poblaciones distintas e, incluso, si las célu­
las T inmunocompetentes pueden diferenciarse en células coope­
radoras y supresoras.
Las células B estimuladas por el antîgeno, se dife- 
rencian en células formadoras de anticuerpos, que a su vez pue­
den producir inmunoglobulinas que dan lugar a una inhibiciôn 
de retroalimentaciôn (HAUGHTON y MAKELA, 1973, UHR y MÜLLER, 
1968). Los basofilos y las células cebadas se estimulan cuando 
la IgE quetienen unida a su membrana reacciona con el antîgeno, 
liberando mediadores de hipersensibilidad inmediata (histamina, 
serotonina, etc). Por su parte,los leucocitos polimorfonucleares 
-despues de ingerir los complejos anticuerpo-complemento- libe- 
ran otros mediadores de la inflamaciôn (enzimas y proteinas 
cationicas de los lisosomas). Todas estas células que son efec- 
tores importantes de la inflamaciôn, originada por la presencia 
de anticuerpos, se denominan en la Fig. 14 como leucocitos 
polimorfonucleares. Otro tipo de células, son las capaces de 
activarse por medio de un receptor que reconoce el complejo 
anticuerpo-antîgeno de la célula vulnerable, transformandose 
en una célula citotoxica (MacLENNAN y HARDING, 1970 y mas tarde 
MacLENNAN y HARDING, 1974). Todo esto constituye los mecanis- 
mos celulares de la inmunidad mediada por células, dependientes 
de anticuerpos, y que se desarrolla por una serie de diferentes 
clases de células efectoras.
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Estas células y la dinâmica de su funcionamiento 
se han descrito en un trabajo de MacLENNAN y HARDING (1974), 
en el que se incluyen las células K (células no adhérentes, 
no fagociticas, sin inmunoglobulina y que no son células T ) , las 
células B, macrofagos y otras.
En la misma figura de referencia, se indican median- 
te éstaS/los sitios donde las endotoxinas bacterianas pueden 
probablemente actuar y haciéndolo de un modo que influyan tan­
to en la induccién como en la de expresiôn de la reacciôn in- 
munitaria.
La competiciôn antigênica puede ser una posible ex- 
plicaciôn de la interferencia que las endotoxinas bacterianas 
producen en la inmuno-respuesta.
Esta competiciôn antigênica es timo dependiente 
y, GERSHON (1974), sugiere que esta supresiôn es el resulta- 
do de una sustancia inhibidora no expecifica, que se libera 
a partir de timocitos estimulados. FELDMAN y cols. (1974) su- 
ponen que el complejo IgT-antigeno, de las células T, se une 
a receptores de macrofagos, evitando que otros complejos anti- 
geno-IgT se unan a este receptor. De esta forma, el sitio don­
de ocurre la competiciôn antigênica es la superficie del macro­
fago.
En los trabajos de JOHNSON y cols. (1967), FRANZL 
y McMASTER (1968) y McMASTER y FRANZL (1968) aparece que la 
endotoxina de Salmonella typhi puede funcionar, ya aumentando, 
ya suprimiendo, la formaciôn de anticuerpos en ratôn inmunizado
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con SRBC. La dosis, la via utilizada y los tiempos de inyecciôn 
de la endotoxina y el antîgeno, son déterminantes importantes.
Si el antîgeno, se da con la endotoxina -o poco tiempo des­
pues- se obtiene un incrementode la respuesta en anticuerpos. 
Por el contrario, si la endotoxina se inyecta de 1 a 2 dias 
antes que el antîgeno -y por la misma ruta-, se suprimira 
y seguramente se inhibirâ completamente la formaciôn de anti­
cuerpos. FRANZL y McMASTER (1968) sugieren que esta respuesta 
puede refiejar diferentes componentes de la molêcula de LPS. 
Asî, la actividad inhibidora podrîa estar asociada con lîpidos 
no firmemente unidos, mientras que la acciôn estimuladora de- 
penderia de la porciôn tôxica, aunque no existen datos que 
apoyen définitivamente esta hipotesis. FINGER y cols. (1971) 
han encontrado una supresiôn significative en ratones inyecta- 
dos con altas dosis de endotoxina y FRANZL y McMASTER (1968), 
mediante un estudio histolôgico, observan que todos los ratones 
tratados con endotoxina muestran una disminuciôn drâstica de 
linfocitos en el bazo y nôdulos linfaticos. Como conclusiôn se 
puede sacar que la supresiôn producida por endotoxina se debe, 
quizâ, a un efecto linfotôxico (Fig. 14 , punto a).
Si la endotoxina se inyecta simultaneamente con el 
antîgeno se produce una regeneraciôn râpida del tejido linfoi- 
de, seguida de formaciôn de anticuerpos. No se sabe aûn como 
estan relacionados estos cambios con los efectos mitogênicos 
de la endotoxina observados "in vitro", pero lo que si parece 
claro es que su actividad mitogénica estâ asociada con el lipi- 
do A (PEAVY y cols. 1973). Varios autores (McMASTER y FRANZL 
1968 entre otros) -por estudios histolôgicos- han observado 
que los linfocitos mas afectados por las endotoxinas son los 
timocitos.
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Por el contrario, los estudios "in vivo", demuestran 
que el lipido A de las endotoxinas estimula selectivamente las 
células B. Mas aûn, otros autores indican que la endotoxina 
sustituye la funciôn de las células T requeridas en una res­
puesta frente a SRBC, convirtiendola en timo-independiente 
(MOLLER y cols. 1972). Esto quizâ hable en favor de que se 
efectue una mitogenesis directa sobre las células B por parte 
de la endotoxina, aumentando la respuesta al antigeno. De acuer- 
do con la sugerencia de DUKOR y cols. (1974), la endotoxina su- 
ple la necesidad de células T para la activaciôn de Cg por la 
ruta alternativa de la cual hablamos en el apartado correspon- 
diente. Esto se basa en el concepto de que las células B requie- 
ren 2 senales: una de ellas, la uniôn especifica al antigeno y, 
una segunda serial, que se puede emitir por las células T coope- 
radas al ligar el factor C^ o bien, directamente, por algûn 
antigeno T-independiente (PRYJMA y cols. 1974).
De todas estas observaciones "in vitro" e "in vivo", 
SCHWAB (197 5) concluye lo siguiente: cuando la endotoxina se 
inyecta se origina un agotamiento selective de las células T 
Si el antigeno se inyecta al mismo tiempo, puede ocurrir también 
un efecto sinergico del antigeno y la endotoxina, sobre las cé­
lulas B, dando lugar a un aumento de la respuesta. En este caso 
la endotoxina da lugar a segunda senal ya directamente o indi- 
rectamente a través de la uniôn del Cg y por ûltimo condiciona 
una respuesta T-independiente. Si el antigeno se retrasa durante 
2 dias las células T todavia estan agotadas, y las células B 
han sido estimuladas parcialmente para diferenciarse por la uniôn 
del C3. Esto origina que estén defasadas en una respuesta frente 
al antigeno y puedan dar lugar a una respuesta del tipo de inmu- 
nosupresiôn. De acuerdo con este concepto el efecto principal
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de la endotoxina esté en el punto b de la fig. 14
BRADLEY y WATSON (1964) fueron los primeros en estu- 
diar la inmunosupresiôn producida por endotoxina de E. coli.
Sus resultados difieren de los de FRAZL y McMASTER en tres 
aspectos importantes; a) la endotoxina es efectiva especial- 
mente si se la da durante un periodo de 6 dias despuês de 
administrar el antîgeno y el suero se recoge el dîa 7; b) la 
respuesta solamente se retrasa, ya que si se déjà. de dar 
la endotoxina el dia 3, los niveles de anticuerpos son iguales 
o mayores; y c) la endotoxina origina una desapariciôn mas 
rapida de anticuerpos del suero. Estas observaciones sugieren 
que el efecto de la endotoxina sobre la respuesta inmune es bas- 
tante diferente a lo obtenido por otros autores.
WHANG y cols. (1965) sugieren un tercer modo de actua- 
ciônT La supresiôn de la formaciôn de anticuerpos, frente a un 
antîgeno de Enterobacteriaceas en conejos, ocurre unicamente 
cuando el antigeno y la endotoxina se incuban juntas antes de 
la administraciôn. En este caso la interferencia ocurre a nivel 
del sitio c (Fig. 14 )
FLOERSHEIM y SZESZAK (1972) han estudiado también la 
supresiôn de la inmunidad celular producida por endotoxinas. 
Estos autores, observaron una disminuciôn del sistema efector 
de la hipersensibilidad retardada (Fig.14 sitio d ) . Sugieren 
que la endotoxina puede alterar la distribuciôn de linfocitos 
ahtigeno-sensibles (sitio e fig. 14 ) o afectar a la permeabi-
lidad de la membrana celular. FLOERSHEIM y cols. (1972) observan 
que las endotoxinas^ademas de inhibir las células efectoras, 
pueden inhibir la inducciôn de la inmunidad celular (Fig.14 
sitio f). NELSON (1973) observa que los macrofagos estimulados.
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procédantes de animales inyectados con endotoxina, suprimen 
la respuesta de linfocitos frente a un antigeno (Fig.14 sitio
g).
Recientemente, HOFFMANN y cols. (1975), observan que 
bajo las mismas condiciones expérimentales las moléculas de 
LPS pueden aumentar la producciôn de anticuerpos, independien- 
temente de las células T y del antîgeno (como una respuesta 
policlonal) e inhibir la producciôn de anticuerpos dependien­
tes de células T. En otras palabras, el LPS induce una respues­
ta frente a eritrocitos de carnero en ausencia de células T 
maduras, pero inhibe la funciôn cooperadora de timocitos ma- 
duros antigeno-especificos.
Segûn estos autores, el LPS puede ejercer su acciôn 
inhibidora sobre la respuesta inmune dependiente de células T 
de varias formas: a) Interfiriendo con la activaciôn de las 
células T; b) Interfiriendo con el reconocimiento celular es- 
pecifico necesario para la producciôn de una respuesta inmune; 
c) Inactivando los productos celulares de las células T que 
estimulan las células B; y d) reduciendo la sensibilidad de 
las células B frente a la estimulaciôn ejercida por las célu­
las T. La adiciôn de células T activadas, no revierte la supre­
siôn ejercida por el LPS sobre la formaciôn de anticuerpo, in- 
dicando que la carencia de células T activadas (por si sola)no 
es. responsable de esta supresiôn. Sus resultados sugieren que 
la estimulaciôn producida por las células T es requerida durante 
toda la respuesta inmune y no tan sôlo al principio. Asî, las 
células de bazo de animales inmunizados, continuan produciendo 
anticuerpos frente a eritrocitos de carnero" in vitro" unicamente 
mientras existan células T; en expérimentés "in vitro", utilizan-
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do distintas proporciones de células B y T, se observan que 
es necesaria una actividad continuada de células T. Como quiera 
que el LPS tan sôlo suprime la formaciôn de anticuerpos cuando 
se ahade a cultives de células de bazo simultaneamente con el 
antigeno (o antes que este) y dado que la adiciôn posterior de 
LPS no solo nô suprime,sino que aumenta la respuesta, puede 
ocurrir que este LPS no interfiera con las reacciones de coope- 
raciôn celular que parecenser necesariasdurante toda la respues­
ta inmune. El LPS, probablemente,hace que las células B no sean 
capaces de recibir las senales de las células T o que las célu­
las encargadas del reconocimiento celular no puedan efectuar 
un contacte adecuado.Estos autores terminan concluyendo que el 
LPS suprime la producciôn de anticuerpos dependiente de células 
T "in vitro", a diferencia de lo que se ha observado hasta 
la fecha en muchos laboratories.
WATSON y cols. (1973 a, 1973 b) observan que al 
exponer cultives de células de ratones nu/nu (desnudos) a LPS, 
antes de ahadir eritrocitos de carnero, se inhibe la produc­
ciôn de anticuerpos frente a eritrocitos de carnero; mientras 
que cuando se ahaden simultaneamente el LPS y el antîgeno, los 
cultivos con unâ respuesta baja se estimulai, pero se inhiben 
los de respuesta alta.
Por ûltimo, aunque no estan directamente implicados 
con la acciôn inmunosupresora del LPS, considérâmes de gran 
interés comentar una serie de resultados en relaciôn con la 
actividad de las endotoxinas sobre la respuesta inmune en pre­
sencia de interferon, ya que la producciôn de êste ultimo es 
capaz de estimularse en presencia de LPS bacterianos.
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Como es sabido, el interferôn es una de las linfo­
quinas liberadas "in vitro" a partir de linfocitos sensibilizados, 
especificamente, por entrar en contacte con virus (RASMUSSEN y 
cols. 1974) o -en el caso de leucocitos humanos o murinos- 
por quedar sometidos a la acciôn de mitôgenos tales como fito- 
hemaglutinina, concanavalina A, LPS y otras substancias. Tam- 
bieû se puede producir interferon, en cultivos mixtos de linfo­
citos de ratôn, cuando existen entre elles diferencias en cuanto 
a los antigenos de histocompatibilidad.
Referente a los ensayos "in vivo" se produce también 
interferon, segûn ya hemos visto en un apartado anterior, en 
presencia de LPS o-durante procesos de inmunizaciôn primaria- 
frente a eritrocitos xenogenicos (SVETMOLDAVSKY y cols. (1974).
JOHNSON y cols. (197 5) han demostrado que la adiciôn 
de interferon a cultivos celulares "in vitro" inhibe la respues­
ta de las células formadoras de anticuerpos y también , se ha 
comprobado "in vivo" que la presencia de interferon es capaz 
de suprimir la formaciôn de células sintetizadoras de anticuer­
pos y llegar a inhibir la reacciôn injerto-huesped, con lo que 
-de esta forma- puede prolongarse la duraciôn de transplantes 
en ratôn.
Recientemente, BRODEUR y MERIGAN (1974) demuestran 
que el tratamiento con interferôn , antes de la administraciôn 
de eritrocitos de carnero, suprime slgnificativamente la produc­
ciôn de hemolisina circulante y la de anticuerpos aglutinantes. 
También la administraciôn "in vivo" de interferon es capaz de 
inhibir la sintesis de DNA inducida "in vitro" por mitôgenos es- 
pecificos de células B y T. Asî, de esta forma, se surpime la
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respuesta primaria y secundaria frente a eritrocitos de carnero 
"in vitro".
Mas adelante, estos mismos autores (BRODEUR y MERIGAN 
1975)^ demuestranque la respuesta en IgM, producida por LPS de 
S. typhimurium, se reduce bastante en animales tratados con 
interferôn y ello sugiere que esta linfoquina puede afectar a 
las funciones de las células T y B. Otros autores, trabajando 
sobre conejos^ han encontrado que el interferôn puede inhibir 
la respuesta proliferativa de linfocitos frente a un antigeno, 
pero no afectan a su respuesta inmuno especifica frente a eri­
trocitos de carnero.
BRODEUR y MERIGAN (1975) observan que este efecto in- 
munodepresor del interferôn es dependiente del momento de admi­
nistraciôn y de las dosis empleadas en el tratamiento. La mâxima 
inhibiciôn ocurre durante la fase inductiva de la respuesta in­
mune; sin embargo, cuando se administra poco tiempo despuês del 
antigeno, da lugar a un aumento en la respuesta de anticuerpos. 
Estos resultados estan de acuerdo con los obtenidos en otros 
laboratories (GISLER y cols:, 1974 y JOHNSON y cols. 1975) . El 
efecto estimulador sobre los linfocitos implicados en la respues­
ta, puede tener lugar por medio de un efecto inhibidor del inter­
feron sobre la funciôn de las células T supresoras.
Estudiando la inmunosupresiôn de las células B, pro­
ducida por administraciôn de interferôn "in vivo", se ha visto 
que no requiere la presencia de macrofagos en los cultivos esti­
mulados con LPS. JOHNS ON y cols. (1975) observan que la acciôn 
inhibidora del interferon "in vitro", sobre la respuesta frente 
a eritrocitos de carnero, se debe a las células B ; sin embargo
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la supresiôn "in vivo" puede alcanzar también a las células T.
El interferon, del mismo modo que otras sustancias in- 
munosupresoras, puede activar una determinada poblaciôn de ma­
crofagos del bazo, originando una retenciôn del antîgeno, segui­
da de la destrucciôn de este y no permitir la liberaciôn del 
material necesario para desencadenar la proliferaciôn celular 
y la sintesis de anticuerpos en linfocitos T ô B, cuya sintesis 
de RNA mensajero estâ ya disminuida previamente por el interfe­
ron. Otra posibilidad es que -el interferon- sintetizado en 
linfocitos, sometidos a estimulaciôn mitogénica o antigênica, 
pueda regular mediante un mécanisme de retro-alimentaciôn la 
funciôn de estos linfocitos inhibiendo la blastogénesis asî como 
la replicaciôn viral y la proliferaciôn tumoral.
Por otra parte, dado que las células T son células pro- 
ductoras de interferon, es posible que esta substancia actue 
como un intermediario importante' que sirve de inmunoregulador 
de las células T supresoras.
VII. ACTIVIDAD MITOGENICA DE 
LAS ENDOTOXINAS
Los lipopolisacaridos de bacterias Gram-negativas 
se considérai! generalmente como mitôgenos especificos de los 
linfocitos B (PEAVY y cols. 1974) y como antigenos indepen- 
dientes frente a los linfocitos T (COUTINHO y cols. 1974).
El término general de mitôgeno se aplica en Inmunologia a 
sustancias, de muy diverse origen, que tienen la facultad de 
estimular a los linfocitos. Dicha estimulaciôn consiste en 
un incremento del métabolisme y sintesis de DNA, desarrollo 
de la transformaciôn blâstica y eventualmente mitêsis, sin­
tesis de inmunoglobulinas, etc, como se puede ver en los 
sucesivos apartados que siguen.
1. Activaciôn de linfocitos
Los LPS a dosis elevadas (1-100 y^g/ml) actuan como 
mitôgenos, mientras que a dosis bajas son inmunogenos. Actuan- 
do como mitôgenos, son capaces de inducir la sintesis de IgM 
en células B "in vitro" (MELCHERS y ANDERSSON, 1973), activan- 
do hasta un 50% de la poblaciôn de dichas células. Al analizar 
la especificidad de los anticuerpos producidos, en células es­
timuladas por LPS, se observa que se trata de una producciôn 
policlonal de anticuerpos debido a la heterogeneidad de las 
células que los sintetizan. Dichos anticuerpos son de baja afi- 
nidad y se pueden considerar inespecificos, ya que su produc-
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ciôn no se ha originado por la presencia del antîgeno especî- 
fico correspondiente
Los LPS "in vivo", como ya hemos visto, modifican 
a los eritrocitos de carnero haciéhdolos antigenos timo-inde- 
pendientes (ANDERSSON y cols. 1972). En cuanto a la producciôn 
de anticuerpos "in vitro^ también son capaces de sustituir la 
funciôn de las células T (WATSON y cols. 1973) e incluso, tam­
bién, la de los macrofagos (ANDERSSON y cols. 1972).
SHEID y cols. (1973) observan que los LPS son capaces 
de inducir la diferenciaciôn de las células T a partir de pre- 
cursores pr^etîmicos. Es decir, la molécula de LPS no activa 
directamente las células B en ausencia de células T, sino que 
induce la diferenciaciôn de êstas a partir de sus precursores 
y, entonces, estas células T generadas "in vitro" serân la que 
lleven a cabo la cooperaciôn T - B.
BONA y cols. (1974) han encontrado que los LPS tienen
poco efecto sobre las células B de otras especies animales que
no sean murinas, hecho que es dificil de explicar si se consi­
déra al LPS un mitôgeno de células B.
KAGNOFF y cols. (î974) han sugerido, recientemente, 
que el LPS sôlo afecta la mitogenicidad o la respuesta en anti­
cuerpos de las células B, si también estan présentes células T, 
en el cultive. AMERDING y KATZ (1974) observan que en un sis­
tema de células de bazo murinas^en el que se mide la respues­
ta primaria en anticuerpos frente a conjugados hapteno-proteina.
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el LPS es capaz de activar las células B o T dependiendo de 
las condiciones empleadas. En ausencia de un antigeno especi- 
fico, la molécula endotoxica actua sobre los linfocitos B, 
mientras que en presencia del antigeno especifico-este mismo 
LPS-condiciona la funciôn cooperadora de las células T dando 
lugar a un efecto coadyuvante.El LPS aumenta especificamente 
la capacidad de células previamente inmunizadas con la pro- 
teina portadora para amplificar la respuesta antihapteno 
frente a conjugados hapteno-proteina "in vitro". Los autores 
no establecen si este efecto esta mediado por interacciôn del 
LPS con las células T inmunizadas frente al portador o por 
otro mecanismo aûn no conocido.
OZATO y cols. (1975) demuestran que los lipopolisa­
caridos bacterianos actuan sinérgicamente con concanavalina 
A (mitôgeno especifico de células T), aumentando la sintesis 
de DNA en linfocitos timicos y disminuyendo la dosis de conca­
navalina A necesaria para una mitogenesis mâxima. El LPS parece 
que actua sobre los timocitos resistentes a cortisona, o posi- 
tivos, en las primeras etapas del desencadenamiento de la proli­
feraciôn celular inducida por concanavalina A. Los LPS, por si 
solos no producen estimulaciôn mitogénica sobre las células T 
pero SI afectan indirectamente a esta estimulaciôn.
SCHMIDTKE y NAJARIAN (1975) observan que una combina- 
ciôn de algunas lectinas extraidas de plantas y que son mitô­
genos especificos de los timocitos (fitohemaglutinina o conca­
navalina) , junto con LPS de bacterias Gram-negakivas,da lugar 
a un efecto sinêrgico sobre la respuesta blastogênica de linfo­
citos de sangre periferica humana, como se comprueba por los 
incrementos de incorporaciôn de timidina tritiada que se pro-
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ducen en estas condiciones expérimentales. Sin embargo, el 
LPS no ejerce directamente un efecto mitogênico significati- 
vo sobre los linfocitos humanos. Sugieren, igual que otros 
autores que hemos nombrado anteriormente, que -en el hombre- 
el LPS puede intervenir o modificar de alguna forma la acti­
vidad de las células T.
El efecto sinêrgico sobre la sintesis de DNA, en 
linfocitos de sangre periferica hümana, producido en presen­
cia de fitohemaglutinina o concanavalina A y LPS, refleja que 
hay un incremento del nûmero de células que responden a estos 
mitôgenos si se compara con la proporciôn de células que res­
ponden a cada uno de ellos por separado; no existiendo datos 
sobre la presencia de algûn otro tipo de células que actuen 
coordinadamente en esta misma respuesta. El LPS, en cantidades 
crecientes y en presencia de cantidades constantes de Con A, 
origina aumentos proporcionales en la respuesta sinérgica de 
estos linfocitos. Por el contrario, cantidades crecientes de 
Concanavalina A, en presencia de una cantidad constante de LPS, 
no da lugar a incrementos en este efecto sinêrgico. Ello no 
obstante, se ha comprobado que el LPS en combinaciôn con conca­
navalina A no parece ser citotoxico.
Los resultados obtenidos con fitohemaglutinina y 
LPS sugieren también la participaciôn de diferentes tipos de 
células.
Otros autores, como FORBER y cols. (1974), observan tam­
bién que el LPS estimula la incorporaciôn de timidina tritiada 
en células del timo, en presencia de cantidades de concanavalina 
A que son muy poco mitogênicas. Concluyen que los mitôgenos de
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células T, pueden modificar estas células de forma que puedan 
responder a LPS. GERY y cols. (1973), por otra parte, han en­
contrado que los linfocitos de sangre humana, incubados con fi- 
tohemaglutinina o LPS, liberan al medio de cultivo factores que 
son mitogênicos para los timocitos de ratôn. Estos factores 
potencian también las actividades mitogênicas de la fitohema- 
glutinina y de la concanavalina A en linfocitos humanos. Sin 
embargo, algunos autores (DIAMANSTEIN y cols. 197 3) observan 
que varias combinaciones de LPS y fitohemaglutinina no ejercen 
ningun efecto sobre la sintesis de DNA en células de timo de 
ratôn
Como se puede observar,aparece bastante controver- 
sia sobre este tema, existiendo varias cuestiones todavia 
sin dilucidar como son las siguientes: a) El LPS, para aumen­
tar la sintesis de DNA por encima de la inducida unicamente 
por Concanavalina A o fitohemaglutinina, no se sabe si se une 
tan sôlo a los linfocitos o si se une también a los otros dos 
mitôgenos, incrementando su capacidad de activaciôn; b) El efec­
to estimulador observado por algunos autores, quiza se deba 
a la producciôn de factores solubles que al liberarse en los 
cultivos facilitan la acciôn del LPS sobre otra poblaciôn 
de células; y c) Las células afectadas por la combinaciôn de 
mitogenos son las T y las B, o unicamente una de ellas.
Como BRUNSON y WATSON (1975) observaron que algunas 
preparaciones comerciales de Concanavalina A producian activi­
dades similares a las del LPS, es decir, inducciôn de una res­
puesta fêbril, gelificaciôn del lisado de limulus, etc- reco- 
miendan que êsto se tenga en cuenta siempre que se trabaje 
con Concanavalina A, debiendose establecer los oportunos con­
trôles.
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VAN DEN BERG y BETEL (1974), estudiando los efectos 
del LPS sobre la membrana celular, encuentran que la sintesis 
de DNA inducida por LPS en las células B se encuentra precedi- 
da de un aumento en la incorporaciôn de aminoacidos en la cé­
lula; en el caso de concanavalina A, este aumento en la incor­
poraciôn de aminoacidos tiene lugar precisamente en los timoci­
tos.
2. Mecanismos desencadenantes de la proliferaciôn linfocitaria.
OZATO y cols-. (1975) observan que el LPS, debido a 
su naturaleza anfipatica, se puede insertar en la membrana 
del linfocito, modificandola y dando lugar a un cambio en su 
fluidez. La reducciôn producida por el LPS del nûmero de mole- 
culas de Concanavalina A necesarias para desencadenar la pro­
liferaciôn celular se puede explicar por los siguientes meca­
nismos; a) El LPS, al unirse con la membrana del linfocito, 
podria promover un cambio en la fluidez de ésta y mobilizar 
los componentes de membrana, con lo que el entrecruzamiento de 
los receptores de Concanavalina se hace mas efectivo, y dan 
lugar, finalmente, a una concentraciôn local sobre la membrana 
de moléculas de Concanavalina mas activa; b) Otro, posible 
mecanismo puede ser que el LPS se una especificamente con la 
Concanavalina A y posibilite una interacciôn mas efectiva de 
las moléculas de Concanavalina con los linfocitos. Sin embargo, 
el efecto del LPS no debe ser seguramente éste, porque no se 
ha detectado una mayor uniôn de las moléculas de Concanavalina 
en presencia de LPS; c) también puede ocurrir que el LPS lo que 
hace es estabilizar la uniôn de la Concanavalina A al linfocito 
La constante de afinidad de la Concanavalina A, para su recep­
tor en el linfocito, es bastante baja y tiene que estar pré­
sente en el medio del orden de 18 a 19 horas para llegar a
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estimular la sintesis de DNA; y d) finalmente, otro efecto 
del LPS pudiera ajercerse sobre las enzimas localizadas en 
la membrana, dando lugar a cambios en los niveles de cAMP 
o cGMP que pueden a su vez influir en las interacciones de 
la Concanavalina A con la membrana celular.
Varios investigadores han estudiado los cambios 
biolôgicos que se producen cuando una cêlula en repose se 
convierte en un tipo celular capaz de sintetizar DNA y di- 
vidirse mitôticamente y también han estudiado las posibles 
implicaciones de los nucleotides ciclicos en la regulaciôn 
de esta proliferaciôn celular (HIRSCHORN, 1974, GOLDBERG y 
cols. 1974). Asî se ha observado que cuando los linfocitos 
de sangre periférica se ponen en contacte con altas concentra- 
ciones de mitôgenos aparece un aumento en los niveles de cAMP 
a los pocos minutes del tratamiento (HIRSCHORN, 1974),* sin em­
bargo, dosis elevadas de cAMP son capaces de inhibir la sinte­
sis del DNA de linfocitos inducida por mitôgenos.
También hay cierta evidencia que indica que el cGMP 
es un agente regulador de la proliferaciôn de linfocitos, aunque 
exista un cierto confusionismo del mecanismo biolôgico de este 
proceso. WHITFIELD y cols. (1971) y WHITFIELD y MacMANUS (1972), 
observan que el cGMP, a altas y bajas concentraciones, puede 
incrementar el contenido en cAMP y por lo tanto estimular la 
proliferaciôn celular. Las concentraciones de cGMP intermedias 
son capaces de estimular o, por el contrario, inhibir la mito­
sis de las células que sintetizan DNA segûn sea su contenido 
intracelular en cAMP y la concentraciôn de calcio extracelular.
160
HIRSCHORN (1974) observa que el cGMP inhibe mejor 
que el cAMP el aumento de sintesis de DNA inducido por fito- 
hemaglutinina en cultivos de linfocitos. HADDEN y cols. (1972) 
han demostrado que el tratamiento con mitôgenos produce un 
incremento de diez veces, por lo menos, en los niveles de cGMP 
durante los 20 primeros minutos de exposiciôn al agente mito­
gênico. Esto estâ de acuerdo con lo sugerido por GOLDBERG y 
cols. (1974). Segûn parece, durante la iniciaciôn de la proli­
feraciôn, un ligero aumento de la concentraciôn de cGMP sirve
de senal mitogénica para inducir el proceso proliferativo. Ade- 
mâs el cGMP p 
de la cêlula.
++uede quiza aumentar el transporte de Ca dentro
PASTAN y cols. (1975) hacen una revisiôn bastante 
compléta en relaciôn con los efectos de los nucleotidos ci­
clicos sobre los linfocitos. Asi,observan que ocurren una se­
rie de problemas cuando se estudia el proceso proliferativo de 
los linfocitos, encontrando que la sintesis de DNA inducida 
por mitogenos no empieza hasta 24 horas después de la exposi­
ciôn frente a fitohemaglutinina, mientras que el periodo de 
sintesis de DNA es de 50 a 70 horas después del tratamiento 
con este mitogeno. La senal mitogénica no se expresa inicial- 
mente, mas bien es la continuaciôn de una serie de etapas que 
ocurren durante el primer periodo de 24 horas. WEBER y cols.
(1974), estudiando la cinética de esta estimulaciôn "in vitro" 
producida por mitôgenos en linfocitos, encuentran que la acti­
vaciôn de linfocitos "in vitro" es un proceso complejo que se 
puede dividir en cuatro etapas distintas; tres de ellas son 
mitôgeno-dependientes y la cutarta mîtogeno-independiente. Un 
contacto corto del mitogeno y el linfocito no es suficiente 
para llevar a las células a la fase de sintesis de DNA; quizâ
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el mitogeno pueda inducir a una respuesta inmune en estas 
células, ocurriendo horas mas tarde la senal mitogénica ca­
paz de convertir células en repose en células proliferativas. 
TEH Y PAETKAU (1974) han observado que el cAMP juega un papel 
positive en la primera fase de la respuesta inmune, mientras 
que es inhibidor durante la fase proliferativa, que comienza 
a las 24-36 horas después de la activaciôn por el mitogeno. A 
la vista de estos resultados cabe preguntarse si los cambios 
iniciales que aparecen en el linfocito estimulado por fito- 
hemaglutinina, taies como la elevaciôn râpida de los niveles 
de cGMP (HADDEN y cols, 1972) , tienen alguna relaciôn con la 
iniciaciôn verdadera de la proliferaciôn que ocurre varias 
horas después.
A pesar de todos estos problemas parece probable
que los nucleotidos ciclicos esten implicados en la regulaciôn
++
de la proliferaciôn de linfocitos. Los iones Ca también son 
unos potentes reguladores de esta fase proliferativa, aunque 
todavia no esta perfectamente definida la relaciôn existente 
entre los nucleotidos ciclicos y el Ca^^. Al aumentar los ni­
veles de cAMP se produce una inhibiciôn de la sintesis del 
DNA inducida por mitogenos y de la divisiôn celular. Esto su­
giere que la disminuciôn en los niveles de cAMP, quiza asocia­
da con un incremento de cGMP célular, puede actuar como senal 
de activaciôn para la iniciaciôn del proceso proliferativo de 
los linfocitos.
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3. Maduraciôn de linfocitos y sintesis de inmunoglobulinas
En cuanto a la fase de sintesis de inmunoglobulinas 
por los linfocitos, QUINTANS y LEFKOVITS (1974) han estudiado 
el efecto de moléculas de LPS sobre la fase de activaciôn y 
la subsiguiente expansiôn clonal de los precursores de células B 
especificos para la inmuno-respuesta frente a eritrocitos de 
carnero en microcultivos. De sus resultados, estos autores es­
tablecen las siguientes conclusiones; a) El LPS puede activar 
las células B en ausencia de antigeno; b) las células B esti­
muladas con LPS, en ausencia de antigeno, sufren una râpida 
maduraciôn y muy pronto puede observarse una clara disminuciôn 
del numéro de células formadoras de anticuerpos; c) la presen­
cia de eritrocitos de carnero, en cultivos estimulados con LPS, 
neutraliza en parte el efecto del LPS sobre la maduraciôn y 
conduce a que las células puedavi realizcir nuevas divisiones.
Las moléculas de LPS,por si solos,pueden considerarse 
como agentes que inducen la maduraciôn de las células B y esta 
maduraciôn va acompahada de una disminuciôn en al sensibilidad 
frente al antigeno y de un aumento en 1 • producciôn de anticuer­
pos. Esto podria explicar lo observado cor WATSON y cols. (1973) 
de que el pretratamiento de células de a ton atimico cogenito, 
con LPS, inhibe posteriormente la respuer. ta frente a un antigeno. 
El LPS puede convertir asi, las células sensibles al antigeno 
en células secretoras de anticuerpos que no responden ya afan­
tigeno.
Asimismo, QUINTANS (1974), observa que el LPS puede 
activar los precursores présentes en la ; células de ratones 
atimicos congénitos para producir anticuerpos anti-eritrocito
163
de carnero, sin que sea necesaria la presencia de antigeno 
en los cultivos. Sin embargo,,esta activaciôn va acompahada 
de expansiôn clonal unicamente si los eritrocitos de carnero 
estan présentes en los cultivos. Segûn este autor, el LPS se 
comporta no como un mitogeno mas bien como un agente;que induce 
diferenciaciôn de las células B a células productoras de an­
ticuerpos. Esto ocurre en ausencia de una proliferaciôn celular 
significativa y parece que conduce a estadios celulares termi­
nales sin capacidad de renovaciôn propia; lo que permite ex­
plicar el râpido declinar de los clones en los cultivos con y 
sin eritrocitos. Asî, el antîgeno parece actuar inhibiendo la 
diferenciaciôn terminal de los precursores y los conducen ha- 
cia la expansiôn clonal. Otros autores, sin embargo, han ob­
servado que la inducciôn de células formadoras de plaças con 
mitôgenos puede ocurrir en ausencia de divisiôn celular (ANDER­
SSON y MELCHERS, 1974). La ausencia de células formadoras de 
anticuerpos en cultivos de células de ratôn "desnudo" (sin 
reconstituir) no excluye la ausencia de proliferaciôn, ya que 
lo que puede fallar es la diferenciaciôn final. Es posible 
que las células B en contacto con el antîgeno inicien la expan­
siôn clonal y que el unico papel del LPS sea el de amplificar 
este proceso y llevarlo a la diferenciaciôn final, dando lugar 
a células formadoras de anticuerpos. Este punto de vista ha 
sido mantenido por HUNIG y cols. (1974) y ASKONAS y cols. (1974)
De todo ello, cabe resumir que un precursor de células 
B puede diferenciarse directamente y pasar a células formadoras 
de anticuerpos sin divisiôn celular. Ello lleva a la excrecciôn 
de anticuerpos durante un periodo limitado de tiempo, ya que 
estas células formadoras de anticuerpos se consideran células 
terminales. En los experimentos con LPS junto con eritrocitos
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de carnero tienen lugar varias divisiones celulares antes de 
que comience la diferenciaciôn terminal a células formadoras de 
anticuerpos; estas divisiones permiten expandir el nûmero de 
células capaces de ulterior diferenciaciôn y cuando esta tenga 
lugar^ el clono ya no se agota, ya que se ha creado una réserva 
base de este tipo de células. término mitôgeno no refleja 
realmente el estado de cosas que suceden. La idea de que los 
mitôgenos inducen mitosis se basa en el hecho de que uno de 
los indices mas utilizados para determinar la mitogenicidad es 
la determinaciôn de la incorporaciôn de timidina en el DNA de 
las células estimuladas. Sin embargo una gran incorporaciôn de 
timidina tritiada puede indicar que muchas células se dividen o 
que pocas células entran en divisiôn muchas veces. Los resulta­
dos obtenidos por QUINTANS, ultimamente citados, parece ser que 
apoyan la primera alternativa; es decir,que los mitôgenos, mas 
que inducir mitosis producen una diferenciaciôn precoz de los 
linfocitos.
Por otra parte se sabe que los plasma-blastos, résul­
tantes de la estimulaciôn con LP^ sintetizan y escretan IgM 
(MELCHERS y ANDERSSON, 1974 a, b; GORMUS y cols, 1974) y que 
el 86% de estas células, que responden frente al LPS en las 
primeras fases de la estimulaciôn, poseen receptores del com-
-j.
ponente C3 del sistema de complements (CR ). Después de 48 a 
72 horas hay un descenso progresivo del porcentaje celular con 
este receptor (de 55% a un 39% respectivamente).
I
GORMUS y SHANDS (1975) intentan conocer algo mas 
estas células y pretenden determinar si el descenso, en las 
células con receptores de complemento, se origina por una pér- 
dida de receptores en las células transformadas o si résulta de 
la proliferaciôn de otros tipos de células que carecen del re-
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ceptor de complemento. Estos autores encuentran que; a) La 
estimulaciôn por LPS da lugar a un aumento progresivo en el 
nûmero de blastos productores de IgM (IgM"*"); b) estas células 
blâsticas constituyen aproximadamente el 30% de la poblaciôn 
total a las 7 2 horas de la estimulaciôn con LPS; c) a las 7 2 
horas, del 72 al 84% de los blastos-IgM^ tenian receptor para 
complemento y el 16 al 28% no presentaban este receptor de 
complemento; d) Esta disminuciôn no sucede en el procentaje de 
blastos-IgM^ con receptor de complemento; y e) también han 
observado un tipo de cêlula blâstica adicional que incorpora 
timidina tritiada pêro que no produce anticuerpos IgM ni tiene 
receptor de complemento. Estas células constituyen del 11 al 
27% de las células totales que incorporan timidina a las 72 
horas después de la estimulaciôn por LPS. Asî concluyen que 
la disminuciôn en el nûmero de blastos con receptores de com­
plemento en los cultivos de linfocitos de bazo, estimulados por 
LPS, no se debe a la pêrdida de receptores de las células IgM^, 
sino que seguramente se debe (en parte) a la estimulaciôn y pro­
liferaciôn de otro tipo celular que carece del receptor de com­
plemento. Estas células, aunque se desconoce su papel, parece ;
que no son de origen tîmico y también sugieren que la poblaciôn 
que responde frente al LPS es muy heterogenea.
DIAMANTSTEIN y cols. (1974) observan que el LPS y el |
sulfato de dextrano (ambos, mitôgenos de células B) actuan sobre !
diferentes poblaciones de células B de ratôn. La poblaciôn de *
células B que responde a la estimulaciôn producida por el sulfa­
to de dextrano es menos madura que las células B que responden 
al LPS, aunque ambas tienen inmunoglobulinas en superficie. |
Por otra parte, GRONOWICZ y COUTINHO (1974) comprueban que al­
gunos mitôgenos de las células B actuan preferentemente inducien- '
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do la divisiôn celular^ la sintesis de anticuerpos^ o ambas; 
mientras que el LPS, segûn estes autores, da^lugar a cêlulas 
finales que segregan activamente inmunoglobulinas pero que 
no pueden sufrir m^s estimulaciôn, a diferencia del sulfato 
de dextrano que produce una proliferaclôn celular bastante 
extensa pero con escasa producciôn de anticuerpos en la mayorîa 
de las cêlulas. Los diferentes mitôgenos B actuan sobre cêlulas 
en distintos estados de diferenciaciôn, no conociendose hasta 
que punto tienen que diferenciarse las cêlulas B de ratôn antes 
de que sean capaces de iniciar la proliferaciên clonal y la 
subsiguiente diferenciaciên en cêlulas formadoras de anticuer­
pos.
Segûn estos autores, la estimulaciôn mitogênica es 
similar a las respuestas inducidas por antigeno debido a que 
el resultado de ambas activaciones es el mismo (aunque la 
respuesta en el primer caso sea policlonal); de aquî que se 
pueda utilizar la mitogênesis como un modelo para el estudio 
del mécanisme que opera durante la inducciôn de cêlulas inmu- 
nocompetentes.
ANDERSSON y MELCHERS (1974) observan que -en pre- 
sencia de hidroxiurea, en que la sintesis de DNA esta inhibida- 
las cêlulas B a las 16-24 horas despuês de la estimulaciôn con 
LPS se diferencian en cêlulas plasmaticas inmaduras; estas con- 
tienen inmunoglobulinas unidas a membrana y algunas intracito- 
plâsmicas ; por tanto, son de gran interês para estudiar la 
dinâmica en la producciôn de anticuerpos.
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Las cêlulas plasmâticas maduras no contienen inmuno­
globulinas de superficie, pero si gran cantidad de Ig intraci- 
toplasmicas. Segûn los resultados de los ûltimos autores citados, 
se pueden distinguer dos estadios en la maduraciôn de las cêlu­
las B, el primero en ausencia de sintesis de DNA en el que se 
desarrolla un plasmablasto inmaduro y posteriormente una segunda 
fase de desarrollo en la cêlula plasmatica ya madura que si re­
quière una sintesis de DNA.
KEARNEY y LAWTON (1975) observan que, bajo condiciones 
apropiadas de cultivo, el LPS puede inducir la diferenciaciên 
de cê^lulas productoras de IgM (Dia + 5) seguida de la apariciôn
de cêlulas productoras de IgG e IgA (dia + 6 ô 7) en cêlulas
del conducto toracico, bazo, nodulos linfa'ticos y medula osea 
de ratôn. La respuesta "in vivo" en IgG e IgA es dependiente 
de la presencia de linfocitos T funcionales y generalmente no 
ocurre despuês de la inmunizaciôn con antigenos independientes 
de cêlulas T; ello es debido, seguramente, a que estos antigenos 
no pueden activar los precursores por falta de una senal apropia- 
da de las cêlulas T. Sin embargo, estos autores, observan que 
la producciôn de IgG e IgA no parece depender de las cêlulas T,
ya que los cultivos de linfocitos de ratones atimicos congênitos
y de los timotimizados, responden de igual manera que los norma­
les; es decir, tampoco se requiere la presencia de monocitos 
y macrofagos. Los cultivos de linfocitos de ratôn^que carecen 
de cêlulas B^  no proliferan ni dan lugar a cêlulas formadoras 
de anticuerpos, en tanto que los cultivos de medula osea mues- 
tran una menor proliferaciên aunque dan lugar al mismo numéro 
de cêlulas formadoras de anticuerpos qie los otros tejidos.
Asi concluyen que la poblaciôn de linfocitos de la mêàula osea, 
se diferencia de la del bazo y nôdulos .linfâticos, en que tiene 
menos receptores de inmunoglobulinas cr paces de unirse a los 
antigenos y menos receptores de complerr onto. Los linfocitos B
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de medula osea estah menos diferenciados, pero pueden estimu- 
larse por LPS hasta una fase final perfectamente diferenciada; 
consideran que la capacidad que tienen los linfocitos de acti- 
varse por mitôgenos, para sintetizar inmunoglobulinas,no debe 
ser utilizada como un indice de su estado de maduraciôn, en 
contra de lo que opinan GRONCWICZ y CONUINHO (1974).
4. Efecto de lipopolisacâridos sobre macrofagos
En experimentos "in vivo" se ha observado que la en- 
dotoxina tambiën puede originar proliferaciên de otros tipos 
de cêlulas que no sean linfocitos. Asi se puede ver como molê- 
culas de LPS hacen recuperar la funciôn hematopoyetica en ra­
tones irradiados y tambiên aumentan el nûmero de colonias de 
cê'lulas de bazo en animales irradiados que han sido reconsti- 
tuidos con cêlulas de medula osea. FORBES y cols. (1965) obser­
van que la endotoxina causa mitosis en macrofagos peritoneales 
de ratôn. Paradojicamente han aparecido trabajos en los que se 
demuestra que la endotoxina tiene efectos citotoxicos sobre los 
macrofagos (WEINER y LEVANON, 1968).
SHANDS y cols . (1974) estudian el posible efecto mi-
toçênico del LPS sobre macrofagos tanto "in vitro" como "in vivo 
Sus resultados indican que la endotoxina no es un mitôgeno para 
los macrofagos peritoneales de ratôn. Los estudios "in vitro" 
muestran que las cêlulas que responden al LPS son las pobla- 
ciones no adhérentes y no fagociticas de las cêlulas perito­
neales; estas cêlulas, morfologicamente, son similares a las 
de bazo. En ocasiones, tambiên se observan un efecto citotoxico 
originado por la endotoxina sobre las cêlulas adhérentes.
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Cuando se incuban cêlulas peritoneales totales con 
LPS, este tiene un efecto citotêxico para los macrofagos, 
disminuyendo o desapareciendo tambiên la mitogênesis de las 
poblaciones no adhérentes. Por otra parte, los resultados 
"in vivo" indican que no hay estimulaciôn de la divisiôn de 
macrofagos, pero si aparece el correspondiente efecto cito- 
tôxico de la endotoxina sobre los macrofagos peritoneales y 
cêlulas no fagociticas mononucleares, Finalmente tambiên pa­
rece observarse que la divisiôn local de los macrôfagos es 
un factor importante en la renovaciôn ("turnover") de los 
macrofagos peritoneales.
Asimismo, WILTON y cols. (1975) se interesan por 
la activaciôn que produce el LPS de Salmonella sobre macrofa­
gos peritoneales de cobaya y para ello utilizan un ensayo de 
incorporaciôn de glucosamina marcada con a los polisacà-
ridos de su membrana celular. Las linfoquinas de linfocitos 
pueden ejercer una acciôn sobre la superficie del macrofago, 
eliminando el radical glicocolilo extra-membranoso; este ma­
terial tambiên se pierde cuando se inhibe la emigraciôn de ma­
crofagos por el factor correspondiente. La activaciôn de los 
macrofagos por esta linfoquina tiene su màximo a los très dias 
de cultivo, conduciendo esta activaciôn a una sintesis de nuevo 
del glicocolilo con un aumento de la incorporaciôn de glucosa­
mina asociada a membrana.
Estos autores observan que la activaciôn de macrofa­
gos por el LPS es dependiente de linfocitos B y que estas cê­
lulas son las que producen el factor estimulador, mientras que 
las cêlulas T no son capaces de producir esta estimulaciôn; es­
tos experimentos demuestran que el LPS activa indirectamente 
al macrofago, estimulando los linfocitos B que son los mediado-
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res de esta activaciôn. Otros autores, como ALLISON y cols. 
Cl973)^han observado que el LPS -en ausencia de linfocitos B- 
puede activar macrôfagos de cobaya y murinos para producir 
secreciôn de distintas enzimas y^  por lo tanto,da la impresiôn 
de que el LPS puede actuar tanto directa como indirectamente 
sobre estas cêlulas.
CHILLER y cols. (1973) postulan que el LPS actua 
como un coadyuvante debido a su efecto mitogênico sobre lin­
focitos B, que disminuye la cantidad de antîgeno necesaria 
para la estimulaciôn especîfica de este tipo de linfocitos. 
Debido a que estos linfocitos son los responsables de la 
producciôn del factor estimulador de macrôfagos, este efecto 
coadyuvante podria estar basado en un proceso indirecte via 
macrofago y, por otra parte, segûn hemos visto anteriormente, 
ARMERDING y KATZ (1974) han observado que el LPS tambiên 
aumenta la funciôn cooperadora de las cêlulas T frente al 
complejo hapteno-proteina. Este efecto pudiera estar mediado 
por el macrofago que incorpora o se une al antîgeno con una 
mayor eficacia, dando lugar a una activaciôn incrementada 
de las cêlulas T.
Los macrôfagos, como ya hemos visto, son necesarios 
para la iniciaciôn de algunas respuestas inmunes, principal- 
mente aquellas en las que hay cooperaciôn entre linfocitos T 
y B (FELDMAN y NOSSAL, 1973) . De acuerê’o con RITTER y cols.
(1975) parece que los cultivos mixtos de timocitos, en los 
que no hay macrofagos, no se estimulan; mientras que en pre­
sencia de LPS, estos cultivos, pueden llegar a estimularse, 
proliferar y diferenciarse en cêlulas citotôxicas. En este 
caso, el LPS puede actuar mediante la activaciôn de los pocos
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macrôfagos existantes en las suspensiones tîmicas ello parece 
indicar que los macrôfagos son el objetivo primario del LPS.
Por ûltimo, REED y LUCAS (197 5): estudian "in vitro" 
la citolisis mediada por macrofagos de tumores; durante esta 
citolisis se liberan al medio citotoxinas solubles inmediata- 
mente despuês de ponerse en contacte con la cêlula vulnerable, 
y la sintesis de estas citotoxinas decae rapidamente hasta 
desaparecer a las 48 horas. El LPS de E . coli es capaz de 
hacer recobrar de nuevo la citotoxicidad a estos macrôfagos.
5. Correlaciên entre las actividades mitogênicas,coadyuvantes 
e inmunogêhicas de los lipopolisacaridos endotoxicos.
Como quiera que las actividades, tanto coadyuvantes 
como mitogênicas de las molêculas de LPS se atribuyen a la 
regiôn del lipido A, cabe sugerir que hay una relaciên funcional 
entre estas dos actividades; es decir, (jue el LPS pùdiera actuar 
como coadyuvante porque induce una mitoqônesis en las cêlulas B.
Por otra parte, el LPS endotôxico es a su vez un 
potente inmunôgeno,debido quizâ, a que cl antîgeno ô lleva su 
propio coadyuvante que actua tambiên induciendo una mitogênesis 
en las cêlulas B.
Con el fin de poder demostrar esta serie de hipôte- 
sis, SKIDMORE y cols. (1975a) han investigado las propiedades 
coadyuvantes e inmunogênicas de LPS en imas condiciones expéri­
mentales en las que estas molêculas no pueden actuar como mitô­
genos para los linfocitos B, utilizando los siguientes protocolos
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a) con ratones C3H/HeJ en los que el LPS no induce mitogene- 
sis "in vitro"; y b) mediante.el empleo de LPS modificados 
por una hidrolisis y que tienen, por tanto, su actividad 
mitogênica "in vitro" pero sin afectar la estructura quimica 
de la porciên antigenica del polisacarido. Estos autores 
observan que efectivamente parece existir una correlaciên 
positiva entre la actividad mitogênica "in vitro" del LPS 
y su actividad coadyuvante e inmunêgena "in vivo". De todas 
maneras existe gran controversia para admitir que el efecto 
coadyuvante del LPS ocurre por un proceso cuya base celular 
esta confinada a las cêlulas B antigeno-especificas, sin la 
participaciên de cêlulas T o de los macrôfagos. Asimismo debe- 
mos llamar la atencion sobre el efecto inhibidor del LPS en 
la tolerancia producida por inmunoglobulinas humanas en estado 
de no agregaciôn, no parece ser dependiente de cêlulas T.
La inmunogenicidad del LPS t mbiên esta en relaciên 
con la mitogênesis ya que existen unas diferencias muy marca- 
das entre los animales de la cepa C3H/St y los C3H/HeJ.
Se ha visto que los ratones C3H/HeJ no son sensibles 
a los diversos efectos biolêgicos de los lipopolisacaridos bac- 
terianos. No se activan mitogênicamente ni dan lugar a respues­
tas policlonales de anticuerpos "in vitro" (ANDERSSON y cols. 
1972, COUTINHO y cols. 1975). Este efecto parece ser totalmente 
especîfico de la molêcula de LPS, puesto que otros mitôgenos 
de cêlulas B -taies como el sulfato de dextrano y otros- indu- 
cen una respuesta normal en esta cepa.
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Recientemente, SKIDMORE y cols. (1975 b) demuestran 
que la causa de que los C3H/HeJ no respondan mitogênicamente 
al LPS es debido al mêtodo utilizado para extraer el LPS. Los 
LPS preparados por el metodo del fenol-agua de McINTIRE y cols. 
(1967) o por el metodo del fenol-cloroformo-eter de petroleo 
de GALANOS y cols. (1969) no son mitogcnicos en esta cepa aunque 
si en la C3H/St; sin embargo, los LPS extraidos por los mêtodos 
del fenol-agua de WESTPHAL y JANN (1965) o de MORRISON y LEIVE 
(197 5) dieron alguna estimulaciôn. La preparaciôn mas activa 
fue la del metodo de BOIVIN y cols. (19 33) y principalmente la 
del metodo del butanol-agua de MORRISON y LEIVE (1975b.
La estimulaciôn por LPS en er tas dos cepas difiere 
en que la respuesta con C3H/HeJ es mener que la que se obtiene 
en la otra y alcanza su maximo al segui: lo dia de inoculaciôn, 
disminuyendo rapidamente, mientras que en C3H/St el dia 3 toda- 
via esta en el maximo de actividad esta euladora o cerca de êl.
El defecto en el C3H/HeJ, que limita su ; respuestas mitogênicas 
frente a ciertas preparaciones, no parece deberse a los linfoci­
tos B .
La etapa inicial de la activaciôn se produce por la 
uniôn del LPS a la superficie de las cêlulas B, quiza a travês 
de un receptor especîfico de ôste y que es anâlogo al encontrado 
en eritrocitos humanos. El LPS que no produce mitogênesis (por 
estar alterado) es capaz de bloquear la estimulaciôn de las cê­
lulas B por el LPS no alterado. Ambos parece que se incorporan 
de igual manera, lo que sugiere que los receptores para el LPS 
alterado no estan en menor nûmero en las cêlulas B sino que qui­
za su estructura tambiên esté modificada y como consecuencia no 
puede activarlas. En cambio, el LPS no alterado, al unirse a
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estos receptores es capaz de modificarlos e inducir a la acti­
vaciôn. Estos autores concluyen que las diferencias mitogéni- 
cas entre estas dos cepas se deben al funcionamiento de los 
LPS alterados tanto como a sus receptores que tambiên estan 
modificados; entre los linfocitos B de estas cepas puede%^ , 
existir algunas peculiaridades de poblaciôn, por ejemplo: 
a) una sola poblaciôn de cêlulas que responde frente al LPS, 
con una sola clase de receptor; b) una poblaciôn ûnica de cê­
lulas B que responda con dos tipos de receptores de LPS; o 
c) dos poblaciones de linfocitos B inmunocompetentes, cada una de 
las cuales dispone de un tipo distinto de receptor para los dos 
tipos de LPS. En la Fig.15 se da una idea de estas très posi- 
bles alternatives.
En cuanto a las posibles diferencias estructurales 
entre distintos lipopolisacaridos endotoxicos -segûn su me­
todo de extracciôn- se ha comprobado que dentro del LPS de 
E. coli K 235 existen diferencias segûn se obtengan por el 
metodo del butanol (MORRisoN) o del fenol (McINTIRE). En este 
ûltimo, se utilize una centrifugaciôn isopicnica en cloruro 
de cesio para la purificaciôn, se sedimenta en una densidad 
mas alta. El fenol puede denaturalizer el LPS mientras que la 
extracciôn con butanol résulta mas suave; las diferencias que 
se aprecian, son debidas seguramente al lipido A.
WOBER y ALAUPOVIC (1971) y BANG y cols. (1974) han 
sugerido que algunos de los metodos empleados en la extracciôn 
del LPS (Tricloroacetico, fenol, etc) rompen selectivamente el 
LPS a altas temperatures, degradandose no sôlo las cadenas 
especificas O, sino tambiên los âcidos gra<Sos unidos por enla­
ces ester. CHANG y NOWOTNY (1975), recientemente, han caracteri-
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C3H/St C3H/HeJ
I .Poblaciôn de cêlulas que responden al LPS
I.CIases de receptares
LPS’
LPS
1. Poblaciôn de cêlulas que responden al LPS
2.Clases de receptores
LPS'
LPS+
.-LPS
L^PS'
2. Poblaciones de cêlulas que responden al LPS 
2.Clases de receptores
LPS" LPS"
LPS LPS
Fig. 15.- Modelos propuestos por SKIDMORE y cols, en relaciôn con 
la activaciôn mitogênica producida por molêculas de LPS 
sobre cêlulas de bazo de ratones C3H/St y C3H/Hej segun 
el estado molecular de la endotoxina derivado del mêtodo 
de extracciôn.
Simbolos: LPS , LPS alterado, LPS"*", no alterado; —  » , 
uniôn de LPS que dâ lugar a activaciôn mitogênica; —  -* 
uniôn de LPS que no dâ lugar a activaciôn mitogênica;
C  y 4, , receptores de LPS no alterados; < 0  r recep­
tores de LPS alterados.
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zado una serie de productos lipîdicos que resultan de la hidro­
lisis âcida de preparaciones de LPS; estas alteraciones estruc­
turales y quîmicas, pueden afectar por lo tanto las activida­
des biolôgicas del LPS. Finalmente, conviene dejar claro que 
la estimulaciôn de los linfocitos B por el LPS esta en funciôn 
de la integridad estructural tanto del LPS como de los recep­
tores de membrana
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VIII. ESTADO ACTUAL DEL TEMA
Como puede verse, por los capîtulos que preceden, 
investigaciones relacionadas con las molêculasendotoxicas pre- 
sentan un interês creciente, tanto para estudios biolêgicos de 
infecciones microbianas como para escudrinar en la intimidad 
de los mecanismos moleculares de las respuestas inmunitarias 
del huesped y sus posibilidades de supresiôn o, tambiên, para 
alcanzar un mejor conocimiento de los fenômenos de inducciôn 
tumoral y mitogênesis.
Dado lo extenso de la revision de antecedentes reco- 
gida en esta Memoria, parece aconsejable presentar una actuali- 
zaciôn resumida en apartados que se ocupen separadamente de lo 
que se refiere a obtenciôn y purificaciôn, estructura y propie­
dades fisico-quimicas y por ûltimo de las diversas y variables 
actividades endotôxicas:
a) En cuanto a localizaciôn, extracciôn y purificaciôn
En los numerosos datos presentados no parece haber 
duda alguna sobre la localizaciôn de las endotoxinas dentro de 
las estructuras perifêricas bacterianas. Segûn parece, alaunas 
componentes de su arquitectura macromolecular se sin-
tetizan en la membrana citoplâsmica y ciesde allî, se desplazan 
por el espacio periplâsmico, en forma de LPS hasta la membrana 
externa; se unen a ella por sus caras externa ' e interna en-
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frentando hacia afuera, por ambas superficies, su porciôn 
azucarada- y quedando asociada la porciôn del lipido A con 
las zonas hidrofôticas de la membrana. De esta forma, las 
molêculas endotoxicas quedan localizadas en las caras 
interna, externa e intermedia de la membrana exterior; con 
ello se disminuye la permeabilidad frente a los antibioticos 
y lisozima y tambiên la bacteria, puede defenderse a distan- 
cia de actividades lîticas producidas por interacciones anti- 
cuerpo -complemento; por otra parte, estas molêculas endotoxi­
cas sirven como receptoras de fagos y condicionan su especifi- 
cidad a determinados azucares terminales de la molêcula del 
LPS.
Son bastantes y muy variados los mêtodos seguidos 
para la extracciôn y purificaciôn de materiales endotôxicos; 
en general, en todos se intenta romper la uniôn del LPS con 
la membrana externa y su posterior solubilizaciôn y precipi- 
taciôn o separaciôn diferencial por tamanos moleculares. Para 
la extracciôn se han usado procedimientos mâs o menos enêrgi- 
cos, segûn las especies microbianas o los propôsitos particu- 
lares del experimentador; asi se han empleado,tricloroacetico, 
dietilen-glicol, piridina o fenol;mezclas de fenol-agua, eter- 
-agua o butanol-agua; caotrôpicos taies como urea 2,5 M <5 
dimetil-sulfôxido; agentes quelantes o detergentes catiônicos; 
o tambiên soluciones salinas de alta fuerza ionica. En el sub­
siguiente proceso de purificaciôn se pueden utilizar precipita- 
ciones selectivas con etanol, metanol, acetona, polietilengli- 
col o sulfato amônico; separaciones, segûn las dimensiones mo­
leculares, por ultracentrifugaciôn, cromatografla o ultrafil- 
traciôn; y tambiên tratamientos enzimaticos. Como criterios 
de pureza no aparece ninguna sistemâtica normalizada y lo unico
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que parece tenerse en cuenta es que no existan contaminaciones 
con materiales citoplâsmicos y en ocasiones que exista homoge- 
neidad cromatogrâfica, ya que la homogeneidad electroforêtica 
(preconizada por algün autor) es dificil de comprobar dado la 
variabilidad del comportamiento electroforêtico de este tipo de 
molêculas.
b) En cuanto a estructura y propiedades fîsico-quî- 
micas.
Sobre la estructura fîsica de estas molêculas endoté- 
xicas -que ha sido estudiada por microscopia electrônica y 
ultracentrifugaciôn- se sabe que presentan una muy variada mor- 
fologia (discos, filamentos, esfêrulQS, etc) dependiendo del 
mêtodo de extracciôn; su estructura, que esté condicionada al 
agrupamiento micelar de distintas subunidades, se orienta en 
bicapaS/Segûn,unos,y en estructuras trilaminares semejantes a 
la de fosfolipidos^segûn otros. Las dimensiones varian, en lon- 
gitud, de 3 00 - 600 X para los filamentos largos y de 70 a 50 A 
para los cortos; su anchura parece ser de 40 - 50 ^ con una zona € 
externa de 15 A que corresponde a la porciôn de polisacarido. Es­
te material polidisperso puede disgregarse por detergentes en
subunidades mas pequenas que ya carecen de actividad biolôgica, 
aunque la recuperan al reagruparse de nuevo,El peso molecular 
(Pm) de estos lipopolisacâridos se encuentra en el orden de
1,5 X 10^ a 5 X 10^ daltons y su coeficiente de sedimentaciôn 
medio, mas frecuente, (^2 0w^ varia de 8 a 70 S. Este material 
polidisperso variable, cuya agragaciôn se discute todavia si 
tiene carâcter hidrofôbico o ionico es bastante heterogêneo 
y de aqui la gran dificultad de realizar estudios de tamano 
molecular.
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Quimicamente, los lipopolisacâridos endotôxicos son 
heteropolîmeros en los que se distinguen très regiones diferen- 
ciadas: la del antigeno 0 , con unidades repetitivas de oligo- 
sacâridos y agrupamientos quîmicos especificos, déterminantes, 
del serotipo; una regiôn central, que actua de nucleo basai y 
es comûn para bacterias del mismo género; y la parte lipidica, 
conocida como lipido A, en la que se asientan la mayorîa de 
las actividades endotoxicas. Las molêculas glucîdicas mas co- 
munmente encontradas son glucosamina, heptosa, 3-deoxi-D-mano- 
-octulosônico (KDO), galactosa y glucosa (en la parte central).
c) En cuanto a las acciones endotôxicas
Desde nuestro punto de vista, résulta del mayor in­
terês la problemâtica de las actividades endotôxicas por el 
gran nûmero de alteraciones y efectos patolôgicos que producen, 
dependiendo de la susceptibilidad del huesped y de las particu- 
laridades qulmico-estructurales del lipopolisacârido que se con­
sidéré. Entre las muchas acciones endotôxicas estudiadas se en- 
cuentran las relacionadas con la pirogenicidad; hoy se sabe que 
la inyecciôn endotôxica produce un cuacro febrll en el hombre 
al cabo de 90-120 minutes (y algo ; antes en el conejo) que
se origina por liberaciôn de un pirogeno endôgeno (EP) -glico- 
proteina de 10.000 - 20.000 d- a partir de granulocitos, que 
actua sobre la porciôn anterior de hipotâlamo liberando pros- 
taglandinas de la serie E.
Muy caracterlsticas tambiên, entre las actividades 
endotôxicas, son las reacciones localizadas y generalizadas 
de Schwartzman producidas por inhibiciôn de la capacidad fi- 
brinolltica del organisme; en el primer caso, se produce una
181
coagulaciôn intravascular local con posible intervenciôn de 
los lisosomas leucocitarios; mientras que en la reacciôn gene- 
ralizada se llega a una tmmbosis glomerulo-capilar que termina 
en necrosis renal. En ambos casos, posiblemente, el mecanismo 
bioquîmico es una interacciôn entre proteinas catidnicas-liso- 
somales y monômeros de fibrina que dan lugar a la formaciôn de 
coagulos fibrosos. Otras alteraciones vasculares -aunque de 
distinto signo- son las relativas a trastornos de la permea­
bilidad vascular, producidas por activaciôn de la adenil-cicla- 
sa y que, en ocasiones, pueden llegar a originar necrosis tumo­
rales hemorrâgicas o lesiones de placenta.
En relaciôn con las alteraciones hematolôgicas produ­
cidas por las endotoxinas, se sabe que estas son muy variadas, 
ya que ademâs del shock endotôxico producido, posiblemente, por 
interacciôn del LPS con receptores especificos existentes en 
los eritrocitos, se pueden producir: una acusada ferropenia en 
suero, leucopenia, leucocitosis con granulocitosis secundaria, 
trombocitopenia y alteraciones de la coagulaciôn; estas dos 
ûltimas, como consecuencia de interacciones entre el lipido A 
del LPS y receptores especificos de las plaquetas o por libe­
raciôn de activadores del plasminôgeno y de enzimas lisosomicas, 
respectivamente. Es curioso, sin embargo, que alguno de estos 
efectos cuando se producen a menor concentraciôn puedan ser 
responsables de la resistencia inespeclfica -frente a infec­
ciones microbianas- que produce el tratamiento con endotoxinas. 
Principales causas de estos incrementos de resistencia antiin- 
fecciosa son la activaciôn de macrôfagos y del sistema reticu- 
lo-endotelial con cuadros de granulocitosis, cambios vascula­
res y disminuciôn del métabolisme del Fe.
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Hace pocos anos se han descubierto unas actividades 
biolôgicas de los LPS enterotôxicos que tienen un gran interês, 
estas son las acciones antitumorales frente a linfosarcomas, 
linfomas y tumores asciticos esta acciôn parece relacionada 
con variaciones en el nivel de AMP ciclico y , en cuanto a do- 
sis, con la actividad mitogenêtica desarrollada sobre los lin­
focitos B. Ainque no se conoce el mecanismo intimo del fenômeno 
se sabe que el lipido A es capaz de inhibir la incorporaciôn 
de precursores del DNA y de actuar sinergicamente con la fi- 
tohemaglutinina en la mitogênesis de timocitos.
Otro efecto sorprendente del llpido A de los LPS 
es su capacidad de inducir -en cultivos celulares de ratôn- 
virus endôgenos del tipo C (con LPS sôlo) o del tipo T (cuan­
do se asocia LPS,conbromodeoxiuridina); estos virus son capaces 
de inducir tumores, principalmente, en cêlulas del sistema lin- 
foreticular. Tambiên son de destacar, en estas interacciones 
endotoxina-virus, la producciôn de interferones inespeclficos
que en ocasiones no son inhibidos por inhibidores de sintesis 
proteica ni del mRNA; ello hace pensar que el LPS produce, 
mas que una verdadera sintesis de interferôn, la liberaciôn 
de un pre-interferôn ya formado. Las diferencias que existen 
entre los distintos interferones pueden estar condicionadas 
por variaciones en el grado de polimerizaciôn del LPS induc­
tor o por su diversificaciôn estructural.
Asimismo, entre la variada fonomenologla que se ob­
serva en el shock endotôxico, aparecen algunos cambios meta- 
bôlicos y endocrinos que se reflejan en alteraciones del méta­
bolisme hidrocarbonado,como son una acentuada hiperglucemia po­
siblemente por movilizaciôn masiva del glucôgeno)seguida de una
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grave hipoglucemia. El fenômeno quiza se efectua sobre un me- 
diador de la gluconeogenesis y como resultado de una inhibiciôn 
del metabolismo oxidativo mitocondrial, a nivel de membrana, 
por quelaciôn del Mg*^ endôgeno o por modificaciôn en los ni­
velés de CAMP, o de prostaglandinas.
d) En cuanto a las interacciones endotôxicas con el 
sistema inmunitario y propiedades mitogênicas.
Las interacciones de los LPS endotôxicos con el sis­
tema inmunitario son de una gran versatilidad, dependiendo de 
las caracterlsticas fisico-qulmicas del LPS, de la dôsis y 
pauta de administraciôn y de la modalidad de reacciôn del 
huesped. Asi, despuês de un detenido examen de la bibliografia 
correspondiente, se puede comprobar que los LPS endotôxicos 
pueden actuar como potentes inmunôgenos en casi todas las 
variedades de ratôn, produciendo en la mayorîa de los casos 
IgM y en algunas ocasiones IgM e IgG por especial estimulaciôn 
de los linfocitos B (mediante el lipido A y por respuesta poli­
clonal) u ocasionalmente estimulando una cooperaciôn de las cê­
lulas T. Esta inmunogenicidad puede variar con la temperatura, 
disminuyendo en un 95% cuando se calienta el LPS y recuperando- 
se el efecto por congelaciôn y descongelaciôn. Asimismo, estas 
molêculas endotoxicas pueden funcionar como inmuno-coadyuvantes 
-mediante estlmulos inespeclficos de la divisiôn celular- sobre 
cêlulas que han sido previamente diferenciadas inmunolôgicamente 
por un primer estlmulo antigênico y -en fenômenos de hipersen- 
sibilidad retardada- pueden modificar la producciôn de IgE. 
Todas estas reacciones estân condicionadas al momento y modali­
dad de administraciôn de la endotoxina, segûn que se inyecte o 
no simultâneamente con el hapteno; cuando el LPS se inyecta des-
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pues que el antîgeno se incrementa la respuesta inmunocelular, 
mientras que si se administra, antes el LPS que el antîgeno 
se aumenta la producciôn de IgM pero se disminuyen las reac­
ciones de hipersensibilidad retardada. Un caso particular del 
comportamiento del los LPS en las reacciones inmunitarias es 
la activaciôn ejercida sobre el sistema complemento; no se 
estâ totalmente seguro si esta activaciôn se realiza por la 
via clâsica -en la que intervienen 18 proteinas o factores 
sêricos- o es a travês del sistema properdina, que es una via 
alternativa que no précisa de todos los factores del complemento.
Las endotoxinas, por su caracter de antîgeno timo- 
-independientes, son capaces de inducir tolerancia inmunolôgica 
a dosis elevadas en las que probablemente intervengan timocitos 
supresores. Es curioso el hecho, sin embargo, de que esta acciôn 
pueda ser revertida en determinadas circunstancias, quizâ por 
un efecto mitogênico subsiguiente. En cuanto al fenômeno de inmuno 
supresiôn ("tolerancia irreversible")^ se tienen detalles de que 
puede estar basado en un efecto linfotôxico o de competiciôn 
antigênica timoindependiente, en el que se libera una substan- 
cia inhibidora inespecifica a nivel de la superficie del macrô- 
fago. Esta acciôn inmunosupresora de los LPS se estâ utilizando 
como "herramienta inmunoquîmica" para desentranar los mecanis­
mos întimos de la respuesta inmune y de las posibles relaciones 
existentes entre inmuno-respuesta y sîntesis de interferôn.
Finalmente, entre las actividades biolôgicas mas re­
cientemente descritas y cuyo estudio es de enorme actualidad, 
se encuentran las acciones mitogênicas de los LPS que, segûn 
unos^ afecta a las cêlulas B y segûn otros puede incluir tanto 
a las cêlulas B como a las T -segûn el sistema biolôgico y 
mêtodos expérimentales utilizados- pero en general, se observa
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gran controversia dentro de la interpretaciôn de datos. El in- 
cremento de la sintesis de DNA inducida por los LPS en cêlulas 
B va precedida de incrementos en la incorporaciôn de aminoâci- 
dos y con intervenciôn de variaciones en los niveles de nucleo­
tides ciclicos (cAMP y cGMP); êste ultimo^quizâ sirva de senal 
mitogênica para inducir al proceso proliferative de los linfo­
citos. Lo que siT parece cierto es que el fenômeno de mitogêne­
sis se puede usar como modelo para estudiar el mecanismo de 
inducciôn de cêlulas inmunocompetentes y que estâ relacionado 
con las actividades coadyuvante e inmunogênica de la molêcula; 
pudiendose afirmar que, en general, esta mitogênesis estâ con­
dicionada a la integridad estructural del LPS y de los recepto­
res de membrana en los linfocitos, existiendo diferencias que 
se deben a los diferentes mêtodos de extracciôn y purificaciôn 
que proporcionan materiales endotôxicos con diferencias quimico- 
-estructurales y distinta proporciôn del lipido A.
PARTE
EXPERIMENTAL
I. PROTOCOLO EXPERIMENTAL
Despuês de revisar los antecedentes del tema y com­
probar que, pese al gran nûmero de trabajos realizados, exis­
ten algunos interrogantes e incluso controversia en muchos 
aspectos del conocimiento e interpretaciôn del papel biolôgi­
co de las endotoxinas bacterianas, creemos necesario aportar 
nuevos datos al estudio de estos lipopolisacâridos,* sobre todo 
en la normalizaciôn de têcnicas que posibiliten las investiga­
ciones comparativas y el conocimiento de sus propiedades inmu- 
nobiolôgicas.
Dado el interês creciente de las infecciones por 
Pseudomonas y que las endotoxinas de estas especies son, quizâ, 
de las menos ampliamente estudiadas, parece necesario un mâs 
completo estudio, tanto a nivel de obtenciôn y purificaciôn 
- para conseguir materiales de estructura homogênea y compara­
ble- como en alguno de sus aspectos inmunobiolôgicos -para 
completar las investigaciones sobre su actividad biolôgica- 
comparandola con la de molêculassemejantes obtenidas a partir 
de otras bacterias Gram-negativas.
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Con este propdsito,nuestras actividades expérimenta­
les podrian esquematizarse del modo que se indica a continuaciôn
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II. MATERIAL Y METODOS
1. Material y medios
1.1.Microorqanismos.
En este estudio se han utilizado estirpes de Pseudo­
monas aeruginosa (aisladas de tumores humanos),de Escherichia 
coli (aislados del tracto gastrointestinal de enfermes entêri- 
cos), asi como de Salmonella typhi, Brucella abortus. Brucella 
melitensis y Yersinia enterocolitica, procedentes de distintas 
muestras clinicas, y Micrococcus lysodeikticus para valorar sis- 
temas enzima -antienzima en ensayos de inmunosupresiôn.
Asimismo se han utilizado, para estudios de relaciones 
endotoxina-interferôn, virus de la enfermedad de New Castle, 
cepa de Italia y virus de la estomatitis vesicular (VSV), cepa 
Indiana C .
1.2. Lineas tumorales
Se han utilizado cêlulas de un mastocitoma p815y 
especîfico de ratones DBA/2 (DUNN y POTTER, 1957).
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Animales de experimentaciôn
Ellos fueron utilizados, unas veces para realizar 
las correspondientes pruebas biolôgicas de ensayo en animales 
y otras para obtener las distintas cêlulas, anteriormente men- 
cionadas.
Se han utilizado ratones machos suizos no consangui^ 
ICR, asi como ratones consan 
todos ellos de Charles River (PanLab).
neos Ham/ guineos DBA/2 (H-2 )^^
Los conejos utilizados para las experiencias inmuno- 
lôgicas eran grises^y albinos para las determinaciones de piro- 
genicidad; todos ellos de unos 2,5 - 3 Kg de peso.
For otra parte, para los estudios de producciôn de 
interferôn se han utilizado polios blancos Leghorn de 1 mes de 
edad y 120 - 17 0 gr de peso.
l.'4-Medios de cultivo.
En este trabajo se utilizaron diverses medios de 
cultivo, en funciôn del propôsito experimental y del ]a estirpe 
bacteriana. Asi^ademâs de los medios habituales de identifica- 
ciôn bacteriana utilizados en algunos casos para control de 
los microorganismos utilizamos tambiên:
1.4.1 - Caldo Penassay a pH 7 . Para el cultivo de 
P. aeruginosa,compuesto por: 1,5 gr de Extracto de carne;
1,5 gr de Extracto de levadura; 5 gr de Peptona; 1 gr de 
glucosa; 3,5 gr de cloruro sôdico y 1,32 gr de fosfato dipo- 
tâsico, llevado hasta un litre con agua destilada. En algunos 
casos se utiliza sin glucosa. Se esteriliza a 110°C en autoclave.
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1.4.2. - Caldo cornun pH 7,2.Para el cultivo de Yersinia 
enterocolitica. Contiene 3 gr de Extracto de carne; 10 gr
de Peptona; 5 gr de cloruro sodicc^ llevado a un litro con
agua destilada. Se esteriliza en autoclave a 120°C
1.4.3. - Caldo de soja con triptona pH 7,3. Para el cul­
tivo de B. melitensis y B. abortus. Compuesto por: 17 gr de
triptona; 3 gr de peptona de soja; 2,5 gr de glucosa; ; 5 gr de
cloruro sôdico y 2,5 gr de fosfato dipotasicc^ llevado a un litro
con agua destilada y se esteriliza a 110° C.
1.4.4. - Medio para Salmonella (GMEINER y cols, 1969). 
Compuesto por 15 gr de hidrolizado de caseiha; 5 gr de extracto 
de levadura; 3 gr de cloruro sôdico; 2 gr de P04HNa2 • 12 H2 O; 
y 0.2 gr de SO^Mg. 7 H20  ^y 10 gr de glucosa^ llevado a un litro 
con agua destilada. Esterilizado en autoclave a 120°C. Los dos 
ûltimos compuestos se esterilizan por separado a 110° C.
1.4.5. - Medio L, pH 7,2. Para el cultivo de E. coli. 
Compuesto por 10 gr de triptona; 1 gr de extracto de levadura;
8 gr de cloruro sôdico y 2 gr de glucosa^ llevado a un litro 
con agua destilada. Se esteriliza en autoclave a 120° C, la 
glucosa se esteriliza por separado a 110°C.
1.4.6. - Medio mlnimo de sales C, pH 6,7. Compuesto por
2 gr de Cloruro amonico; 6 gr. de fosfato disodico; 3 gr de
fosfato potasico; 3 gr de cloruro sôdico; 10 mg de cloruro de 
magnesio y 25 mg de sulfato disodico, llevado a un litro con 
agua destilada. Se esteriliza a 120° C, el cloruro amonico y el 
magnôsico por separado y a 110° C.
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1.4.7. - Medios para cultivo de cêlulas de mamîfero
El medio bâsico utilizado es q 1 RPMI 1640 (Gibco, Grand
Island, N.Y., Quimigranel, S.A.), cuya composiciôn para 
un litro aparece detallada a continuaciôn: 100 mg (N0g)2 Ca.
4 H2O; 2000 mg de glucosa; 100 mg de S04Mg.7H20; 400 mg CIK;
1512 mg de P04HNa2« 7H2O; 6.000 mg ClNa; 200 mg de L-arginina;
50 mg de L-asparagina; 20 mg de Acido L-aspartico; 50 mg de 
L-cistina; 20 mg de Acido L-.glutâmico; 300 mg de L-glutamina;
1 mg de glutation (reducido); 10 mg glicocola; 15 mg de L-histi- 
dina; 20 mg de L-hidroxiprolina; 50 mg L-isoleucina; 50 mg de 
L-leucina (libre de metiohina); 40 mg de L-lisina ClH; 15 mg 
de L-metionina; 15 mg de L-fenilalanina; 20 mg de L-prolina 
(libre de hidroxi-L-prolina); 30 mg de L-serina; 20 mg de L-treo- 
nina; 5 mg de L-triptofano; 20 mg de L-tirosina; 20 mg de L-va-
lina; 0.2 mg de biotina; 0.005 mg de vitamina B^2' 0*25 mg de
D-pantotenato Ca; 3 mg de Cl-Colina; 1 mg de âcido folico; 3 5 
mg de i-inositol; 1 mg de nicotinamida ; 1 mg de acido para-amino- 
benzoico; 1 mg de piridoxina-ClH; 0.2 mg riboflavina; 1 mg de 
tiamina ClH; 5 mg de rojo fenol y 2000 mg de CôgHNa.
A este medio se le anade, un dîa antes de ser utili­
zado, L-glutamina (concentraciôn final 2 x 1 0   ^ M ) , penicilina 
(concentraciôn final 100 unidades/ml) y 2 -mercaptoetanol (con­
centraciôn final 3 X 10 ^ M ) . El medio de cultivo lleva ademâs 
un 10% de suero fetal de ternera previamente inactivado por ca- 
lentamiento a 56° C durante 3 0 minutes. Cuando este medio ha 
de usarse para lavado de cêlulas se le anade solamente 5% de 
suero fetal de ternera inactivado y no lleva 2-mercaptoetanol.
El medio para congelar cêlulas, es bâsicamente el mismo, con la 
excepciôn de llevar 20% de suero fetal de carnero inactivado 
y dimetil sulfôxido al 10%.
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El medio stock y el suero fetal de ternera se este­
riliza por filtraciôn a travês de filtros EKA o Millipore 
( 0 . 2 2 )  y se guarda en alicuotas a -20° C. El antibiôtico 
asi como la glutamina se esteriliza de igual forma guardandolo 
congelado en pequenas alicuotas.
1.4.8. Medios para cultivo de fibroblastos de embriôn 
de polio.
Se utilizaron los très medios que se indican a con­
tinuaciôn:
1.4.8.1. Medio de crecimiento
Se preparan 100 ml de medio con: 90 ml de soluciôn
de Hank (con glucosa); 4 ml de soluciôn de hidrolizado de lac-
toalbumina (al 5% en Hank); 5 ml de suero de ternera; 100 U.I./ 
ml de penicilina; 1 0 0 g/ml de estreptomicina; 20 U.I./4de 
nistatina, 0,2 ml de extracto de levadura (al 0.1%) y 1 ml de 
rojo fenol (al 0.2%).
1.4.8.2. Medio de mantenimiento
Se preparan 100 ml de medio con:85 ml de soluciôn
de Hank (con glucosa); 10 ml de soluciôn de hidrolizado de
lactoalbumina (al 0.5%); 100 U.I./ml de penicilina; 10 ^ g / m l  
de estreptomicina; 2 0 U.I./ml de nistatina; 0.2 ml extracto de 
levadura (al 0.2%) y 1 ml de rojo fenol (al 0.4%)
1.4.8.3. Medio de recubrimiento con Bactoagar
A 50 ml de la soluciôn de agar al l,8%^a una tempe- 
ratura de 42°C^ se ahaden 25 ml de medio de crecimiento doble- 
mente concentrado previamente calentado a 37° C ; una vez mez- 
clado^ se ahaden 25 ml de la soluciôn de rojo neutro (0.4 mg/ml) 
en soluciôn de Gey sin bicarbonate sôdico.
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Un litro de soluciôn salina de Gey (GEY y COFFMAN, 
1952) contiene: 8 gr de ClNa; 0.379 gr de ClK; 0.127 gr de 
Cl2Ca; 0.203 gr de Cl2Mg. 6H2O; 0.625 gr de P0^HNa2. 12 H2O 
y 0.025 gr de PO4H2K.
1.5. Réactivés quimicos
Ademâs de las substancias componentes de los anterio- 
res medios de cultivo utilizamos distintos réactivés especiales. 
Asi, para concentrar soluciones usâmes Carbowax (polietilen 
glicol 6000) de Serva; y como réactivés especiales en cromato- 
grafia, dextrano azul 2000 (de Pharmacia Fine Chemicals) y
DEAE-dextrano (tambiên de Pharmacia) fueron asimismo utilizados.
l-Etil-2-%_3 - (1-etil-naftoi (l,2d)-tiazolin-2-ylidina) 
-2-metilpropenil] nafto (1,2d)-bromure de tiazolio (Eastman Or­
ganic Chemical) fue empleado para preparar el reactive espec- 
tro-colorimêtrico de JANDA y WORK.
Glucosamina-6-^H (The radiochemical Centre, Amersham),
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Cr 0^Na2 (JEN), metil- H -Timidina (Amersham).
Los geles de cromatografîa, Sepharosa 4B, 2B, Sepha- 
dex G200 y G 50 son de Pharmacia Fine Chemicals; las membranas 
de ultrafiltraciôn XM-lOOA de Amicon. Los demâs réactivés son 
de Merck (de grade analîtico).
1.6. Réactivés biolôgicos y otros réactivés. Entre esta 
clase de réactivés destacan:
1.6.1. Antibiôticos y antiinflamatorios
Penicilina (Antibiôticos, S.A.), Rifampicina, Rifami- 
cina SV y AF/0-13 (Lepetit) e indometacina (Merck) se utiliza­
ron para distintos ensayos con virus e inmunosupresiôn, respec- 
tivamente.
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1.6.2. Mitôgenos
Fitohemaglutinina (PHA-P de Difco); Concanavalina A 
(Calbiochem), sulfato de dextrano (Pharmacia Fine Chemicals).
1.6.3. Enzimas
Deoxiribonucleasa I (Worthington Biochemical Corpo­
ration) y Ribonucleasa de pancreas bovine (BDH Biochemicals).
1.6.4. Otros
Suero fetal de ternera (Difco), eritrocitos de carnero 
(Ibys), complemento de cobaya fresco (Ibys). Tambiên hemos de 
citar en este apartado el PYROGENT (TM) de los laboratories 
Mallinckrodt, compuesto por lisados de amebocitos circulantes 
de Limulus polyphemus , y que utilizamos para algunos ensayos 
de pirogenicidad comparativa. Macaloid (Baroid Div. Nat. Leal. 
Co. Houston, Texas)fuê* usado para extracciôn de RNA.
1.7 - Material de plastico y cristal para cultives celu- 
lares.
Se han utilizado para preparar suspensiones celula- 
res, cultives, etc, tubes, frascos y plaças pétri de plastico, 
todos ellos esteriles y desechables.
- Plaças pétri para preparar suspensiones celulares de 
60 X 13 mm (Sterilin n°303S) y 90 x 13 (Labclinics/CAP/90).
- Tubes de polipropileno (5 ml) para cultives de 7 5xl3mm y 
fonde redondo (Labclinics n°cat. TH75.13 ST).
-Frascos de fonde piano de 35x70mm (Labclinics n°cat. 
FP35.70VST) de 60 ml.
-Tubôs centrifuga de 25x90mm de fonde conico (Labclinics 
n°cat. FP- 25.90VST)
196
El material de vidrio se lava con detergente, hirvien- 
dolo despuês en metasilicato y luego con agua destilada. Este 
material se esteriliza en autoclave a 110° C -
2. Têcnicas
Dado la diversidad de têcnicas utilizadas en este 
Memoria parece aconsejable agruparlas de acuerdo con su natu- 
raleza distinguiendo entre metodos microbiolôgicos, quimicos 
inmunolôgicos, etc.
2.1. Metodos microbiologicos
Entre ellos es precise destacar, preferentemente los
que siguen:
2.1.1. Cultivo de bacterias
Aqui indicaremos que las especies Brucella abortus y 
Brucella melitensis fueron cultivadas en sus variantes lisas 
sobre matraces conteniendo 500 ml de caldo de soja-triptona. 
Cada matraz se inoculô con aproximadamente 10^ cêlulas, incu- 
bâhdose a continuaciôn durante 36 horas a 37° C en un incuba- 
dor metabôlico rotatorio N BC. Despuês las bacterias se reco- 
gieron por sedimentaciôn en una centrifuga refrigerada Beckman 
J-218 a 7000 g durante 15 minutes o en una Sharpies de flujo 
continue. Las cosechas bacterianas se lavaron dos veces en tam- 
pôn fosfato saline estêril (PBS, 8 gr ClNa, 0.2 gr ClK, 2,8 gr 
P0^HNa2.I2H2O y 0.2 gr de P0^H2K llevado a un litro con agua 
destilada, pH 7,3) y una vez mas en agua destilada y finalmente 
se liofilizan mediante un liofilizador Virtis .
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La Yersinia enterocolitica fue cultivada a 26° C en 
caldo comûn a un pH inicial de 7,2, en matraces de 2 litres 
conteniendo 500 ml de medio y con agitaciôn. Las bacterias 
se recogieron durante la fase estacionaria temprana, por cen- 
trifugaciôn en una Beckman J218 a 7 000xg durante 15 minutes
0 en unasharples de flujo continue, se lavaron en tampôn fos­
fato saline esteril y se lidfilizaron posteriormente,
Escherichia coli se cultivô a 37° C(en matraces de 
2 litres) con 1 litro del medio L de LENNOX (1955) y en un incu- 
bador con agitaciôn. Se inocularon los matraces con 10 ml de 
un cultivo en fase estacionaria y se recogieron las bacterias 
al comenzar la fase estacionaria de su curva de crecimiento, 
de la misma manera que en los anteriores cultives.
Salmonella typhi se cultivô en el medio descrito 
por GMEINER y cols. (1969) a 37°C,con agitaciôn^y se cosecha- 
ron las cêlulas en una forma similar a los casos anteriores.
Pseudomonas aeruginosa se cultivô en matraces de dos 
litres con 1 litro de medio Penassay (sin glucosa)^ inoculando 
con 10 ml de un preinôculo en fase estacionaria y manteniendo- 
los en agitaciôn a 37° C hasta el principle de la fase esta­
cionaria (unas 6 horas y media de cultivo). Las cêlulas se des- 
hidratan segûn el metodo de MACKIE y McCARTNEY (1960): se lavan 
dos veces en tampôn fosfato saline estèril (7 000 xg durante 
15 minutes), se resuspende el sedimento de cada litro de culti­
vo en 2 volumenes de agua fria, ahadiendo a continuaciôn 5 vo- 
lumenes de acetona (a - 20° C) y se dejan sedimentar durante
1 hora.
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Se élimina el sobrenadante por centrifugaciôn 
a 5000 xg durante 10 minutes; se lava nuevamente con unos 
5 volumenes de acetona y se filtra sobre papel de filtre 
en un soporte millipore. Seguidamente se lava con eter die- 
tilico, dejando secar en vacio con cloruro câlcico y se al- 
macena a 4° C en nevera. Todos los pasos que transcurren 
desde la recogida de las bacterias hasta su deshidrataciôn 
se llevan a cabo a temperaturas inferiorès a 4° C. Este pro- 
cedimiento de desecaciôn se utilizô indistintamente con la 
liofilizaciôn. Excepte en el case de E. coli y P. aeruginosa 
las bacteriasy antes de sedimentarlasyfueron sometidas a un 
tratamiento con formalina al 1% o con fenol al 0.25%, mantenién- 
dolas durante 2 horas a 0° C para su total inactivaciôn.
2.1.2. Obtenciôn de virus
El virus de la enfermedad de New Castle (NDV) se 
obtuvo frescOyinyectando embriones de polio de 10 dias con 
10^ veces la DL50 del huevo en el saco alantoideo. El fluide 
alantoideo se recogiô a las 36-48 horas despuês de la infecciôn
El virus de la estomatitis vesicular (VSV) se obtuvo 
de fibroblastos de embriones de polio infectados con VSV dando
o
lugar a titulos de 10 unidades formadoras de plaças por ml.
2.2. Metodos Bioquimicos
Estes fueron utilizados para la obtenciôn y purifi- 
caciôn de los distintos materiales biolôgicos base de este es- 
tudio.
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2.2.1. Obtenciôn de lipopolisacaridos
Los LPS de P.aeruginosa, E. coli y S. typhi se 
obtuvieron segûn el procedimiento de WESTPHAL y JANN (1965).
Para ello, unos 6 gr (peso seco) de bacterias se resuspendieron 
en 100 ml de agua a 65-68°Cy se anade un volumen igual de fenol 
al 90%; la mezcla se agita vigorosamente durante 15 minutes 
a 65° C. Despuês de enfriar dicha mezcla hasta, aproximadamente 
10° C metiendo el matraz en hielo, se centrifuga a 2000xg du­
rante 30 minutes, (a 4° C) obteniendose la formaciôn de très 
capas: una capa acuosa que contiene LPS y adidos nucléicos, 
una capa intermedia fenôlica conteniendo proteihas y LPS en 
algunos casos y, por ûltimo, una capa inferior de restes ce­
lulares y proteihas desnaturalizadas. Entre la capa fenôlica 
y la acuosa se puede formar un residue insoluble.
Se retira con pipeta Pasteur la fase acuosa^y las 
capas restantes se reextraen una vez mas con 100 ml de agua 
a 65° C en idéhticas condiciones. Ambas fases acuosas se mez- 
clan y se dializan, a continuaciôn, durante 48 horas frente 
a frecuentes cambios de agua desionizada para eliminar el fenol; 
esta operaciôn se realiza a 4° C en câmara fria. El dializado, 
algo opaco, se centrifuga con el fin de eliminar el material 
insoluble; mas tarde esta soluciôn se liofiliza y de ella se 
obtiene el LPS crudo.
Las endotoxinas de B. abortus, B. melitensis y 
Y. enterocolîtica se obtuvieron segûn REDFEARN (1960), BAKER 
y WILSON (1965) y LEONG y cols. (1970). La extracciôn se hizo 
de igual forma que las anteriores, pero esta vez obteniendola 
a partir de la fase fenôlica. En la figura 16 aparece el proce­
dimiento utilizado.
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Fase fenôlica, filtrada.
Se précipita con 3 volumenes de Acetato 
sôdico-metanol (1ml de soluciôn saturada 
+ 99 ml de metanol, AcNa-MeOH)
Centrifuger 7.000 xg 10 minutes
Sobrenadante
. iSedimento, se lava 3 veces 
con agua .
Centrifuger 5.000 xg 10 min
SE, dializado Sedimento
frente a agua y posterioimente 
se ahaden 3 volumenes de 
AcNa-MeOH
Centrifuger
7.000 xg 10 minutes
Sedimento 
Fracciôn 5(F5)
si
Fig. 16.- Procedimiento de extracciôn del LPS de B. abortus
B. melitensis y Y. enterocolitica por el metodo del 
fenol-agua segûn REDFEARN
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El lipopolisacarido de P. aeruginosa, se obtuvo 
tambiên por otro procedimiento segûn ROGERS y cols. (1969)^ 
mediante su extracciôn a partir de paredes celulares con 
âcido etilendiaminotetraacetico (EDTA). Las paredes celula­
res se aislaron segûn BOBO y EAGON (1967). A un volumen de 
4 0 ml de cêlulas sedimentadas se le ahaden 60 ml de tampôn
0.1 M a pH 5.5 y se rompen en un fraccionador refrigerado
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de RIBI-Sorvall modèle RF-1 a una presiôn de 1.120 Kg/cm .
El material disgregado se centrifuga a 14.000 xg durante 20 
minutes. El sedimento se resuspende en 50 ml de tampôn fosfa­
to 0.1 M pH 5,5 y se centrifuga a 14.000 x g durante 20 minu­
tes; este nuevo sedimento obtenido, consistente en paredes ce­
lulares, se lava 2 veces en tampôn fosfato y 5 veces en agua 
destilada antes de liofilizarle. En este case tambiên todas 
las centrifugaciones tuvieron lugar de 0 - 4 ° C.
Las paredes celulares aisladas se incubaron a 25° C, 
durante 3 0 minutes y con agitaciôn, en tampôn Tris-CIH 33mM 
(pH 8) y EDTA 1 mM para una concentraciôn de paredes de 1.5 
mg/ml. Despuês de incubar, se centrifugé a 37.000 xg durante 
60 minutes a 0° C y se eliminô el sedimento. El sobrenadante, 
conteniendo el LPS, fue filtrado a travês de membranas Milli­
pore (0.45y^ ), y concentrado por destilaciôn a baja presiôn 
en rotavapor a 42° C; despuês^ se dializô frente a tampôn Tris- 
-ClH 33 mM (pH 8) a 4° C durante 72 - 96 horas y seguidamente, 
se dializô de nuevo frente a varies cambios de agua destilada 
durante 48 horas. Finalmente se concentré frente a Carbowax 
6000 (polietilenglicol al 10%), a 4° C, liofilizândolo a con­
tinuaciôn.
20 o
2.2.2. Purificaciôn de lipopolisacaridos
Las endotoxinas extrairas de la fase acuosa, segûn 
el metodo de WESTPHAL, se sometieron a tratamiento enzimâtico 
con nucleasas, seguido de centrifugaciôn, cromatografla en 
Sepharosa 4b, 2B o  ultrafiltraciôn en membranas Diaflo XMIOO.
Las fracciones F5 de la fase fenôlica del lipopoli- 
sacârido de B. abortus, B. melitensis, Y. enterocolitica se 
sometieron a cromatografla en Sepharosa 4B, mientras que con 
el de P. aeruginosa -obtenido por el procedimiento de ROGERS- 
se utilizô la cromatografîa en Sepharosa 4B y 2b o la ultrafil- 
traciôn, sin tratamiento enzimâtico previo.
El tratamiento enzimâtico consiste en disolver el 
lipopolisacârido crudo -a una concentraciôn de 5 mg/ml- en 
Tris-CIH Ô.05 M a pH 7 ahadir ribonucleasa a una concentra­
ciôn final de 3 00 yM^g/ml e incubar a 37° C durante 16 horas.
A continuaciôn, se anade deoxiribonucleasa a una concentra­
ciôn final de 20 yig/ml y con 20 mM de Mg^^ en forma de sul­
fato. Despuês se continua la purificaciôn por sedimentaciôn, 
ultracentrifugaciôn o separaciôn cromatogrâfica.
2.2.2.1. Sedimentaciôn en ultracentrffuga
Para ello se siguiô el mêtodo de WESTPHAL y JANN 
(1965) con algunas modificaciones, ya que estos autores no 
tratan con nucleasas. Primeramente clarificamos por centri­
fugaciôn a 2.500 X  g durante 2 0 minutes el LPS crudo digerido. 
Despuês se centrifugé a 105.000 xg durante 4 horas a 0° C 
(Beckman L3-50). El sedimento fue centrifugado nuevamente en
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agua a 105.000 xg durante 4 horas y repitiendo una vez mas 
el proceso. Finalmente el sedjmento obtenido fue" resuspen- 
dido en agua y liofilizado.
2.2,2.2. Ultrafiltraciôn
Para este metodo de purificaciôn hemos utilizado 
membranas Diaflo XM-100 A, que retienen partlculas de peso 
molecular superior a 100.000 d y una celula de ultrafiltra­
ciôn Amicon (modelo 52). El extracto 'digerido por enzimas, 
previamente obtenido, fue" purificado por filtraciôn continua 
o discontinua, segûn los casos. La filtraciôn discontinua 
consiste en una diluciôn previa, hasta alcanzar el volumen 
de 50 ml, que va seguida de una concentraciôn hasta 10 ml 
y repitiendo el proceso del orden de 5 veces. En estas con­
diciones se cumple la relaciôn:
Cf = ( - - I X Ci y
donde Cf = Concentraciôn final de contaminantes menores de
100.000 d.
Ci = Concentraciôn inicial del contaminante
Vi = Volumen inicial de la muestra
Vd = Volumen despuês de la diluciôn
Si Vi = 10 ml y Vd = 50 ml
Df = 1 1
3.125
X Ci, 6 sea que el factor teôrico
de lavado es aproximadamente 3 x 10^ veces.
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Con la filtraciôn continua el ahorro de tiempo es 
mayor. La cêlula se conecta a un depôsito con tampôn, se mân-
tiene constante el volumen de la muestra y la filtraciôn se
continua hasta no detectar absorc.iôn a 260 nm en el elui"do.
En este caso cumple la relaciôn:
Ci VfLn Cf Vi
Vf = volumen de soluciôn de lavado que atraviesa la célula 
de ultrafiltraciôn
Si Vi = 10 ml, y Vf = 8 0 ml el factor teôrico de lavado es, 
como anteriormentOyde unas 3 x 10^ veces. En este caso solo 
se necesitan 8 0 ml para una buena eliminaciôn de înaterial con­
taminante, mientras que en la filtraciôn discontinua el volu­
men necesario para ello es de aproximadamente 200 ml.
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La presiôn utilizada es de 0.8 Kg/cm y el tampôn es 
Tris-CIH 0.05 M a pH 7, continuando al final con agua desti­
lada .
2.2.2.3. Cromatografia en Sepharosa 4B y 2B
Se utiliza una columna de 4 0 cm de altura y 2,5 cm 
de. diamètre. El flujo es de unos 30 ml/hora y la presiôn de 
trabajo es de 50 cm de columna de agua. El tampôn de eluciôn 
es Tris-CIH 0.02 M, ClNa 0.1 M pH 7.6. El volumen de exclusiôn 
de la columna (Vo) fue" determinado con azul de dextrano y el 
volumen de inclusiôn (Vi) se obtuvo aproximadamente, mediante 
la eluciôn de triptofano.
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El volumen total de la columna es de 192 ml, el Vo es 
de 54 ml y el Vi es de 135 ml,
Los eluidos de la columna se pasaron a travês de un 
monitor de absorbancias ISCO (modelo UA-4) leyendo a una densi- 
dad ôptica de 254 nm y las fracciones fueron recogidas en un 
colector Buchler Fractometer a razôn de 9 ml por tubo. El con- 
tenido total en carbohidratos, se déterminé segûn el ensayo 
del fenol-âcido sulfûrico de DUBOIS y cols. (1956). Este en­
sayo se hace de la siguiente forma: A 1 ml de soluciôn de aziT- 
car, conteniendo entre 5 yK g y 30 y/g de glûcido, se le ahaden 
25 yi 1 de fenol al 80%. Enfonces se ahaden rapidamente 2,5 ml 
de âcido sulfûrico concentrado ahadiëhdolos directamente sobre 
la superficie del liquide para obtener una mezcla mas compléta. 
Se dejan los tubos durante 10 minutes a 20° C en un baho de 
agua a 25° C antes de hacer las lecturas. El color es estable 
durante varias horas. Se mide la absorcion , a 490 nm (para 
determinar hexosas). La cantidad de azûcar se détermina por 
comparaciôn con una curva de calibraciôn establecida a base 
de glucosa.
2.2.3. Obtenciôn de endotoxinas radi activas
Para este propôsito, se siguieron esencialmente dos 
procedimientos de marcado, une de ellos fue efectuado "in vivo"
3
mediante incorporaciôn de glucosamina-6- H, y el otro "in vitro" 
51
con Cr O^Nag.
En el primer caso se utilizô el procedimiento de 
BARA y cols. (1973) con algunas modificaciones. Las bacterias 
-P. aeruginosa- se cultivaron en Penassay (sin glucosa) a 37° C
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con agitaciôn y se recogieron al final de la fase logarîtmica, 
lavandose a continuaciôn con medio C (sintêtico de sales) des­
crito por TREMBLAY y cols. (1969). A un volumen de unos 4 ml 
de bacterias sedimentadas, se le ahaden 3 0 ml de medio C su- 
plementado con una concentraciôn final de fructosa de 10 mg/ml 
y 100 yt Ci de D-glucosamina-6-^H (actividad especifica 12,6 
Ci/mmol), para dejar esta suspensiôn incubando durante 3 0 mi­
nutes a 37° C y con agitaciôn. Las cêlulas se lavaron en tam­
pôn fosfato salino pH 7,2 très veces; a continuaciôn, se pro- 
cediô a la extracciôn del LPS de la fase acuosa segûn el meto­
do del fenol-agua, purificândolo por ultrafiltraciôn y previa 
digestiôn enzimatica. Las medidas de radi actividad se reali- 
zaron en un espectrofotômetro de centelleo liquide Intertech­
nique mod. SL32, disolviendo la muestra en liquide de centelleo 
Ready Solve (Beckman).
El marcado con cremate disodico (^^CrO^Na2) se rea-
lizô de acuerdo con el procedimiento de BRAUDE y cols. (1955),
posteriormente tambiên utilizado por LEONG y cols > (1968). Este
mêtodo consiste en suspender la endotoxina en tampôn fosfato
salino liH 7 esteril a una concentraciôn de 5.mg/ml; a este
51liquide se le ahade 7 0 yAiCi de CrO^Na^ por ml de soluciôn
(actividad especifica 14 0 mCi/mg de Cr. La mezcla se mantiene
incubando con agitaciôn a 37° C durante 24 horas para, despuês,
dializar la endotoxina marcada frente a frecuentes cambios de
51agua destilada, con el fin de eliminar el Cr no ligado a la 
molêcula endotôxica. Cuando ya no se detectaba radi actividad 
en el dializado, se congela la endotoxina en pequehas porciones 
alicuotas. Tambiên se utilizô, para eliminar el ^^Cr no unido, 
la ultrafiltraciôn o la cromatografia en Sephadex G-50. La au­
to radiografia(pelicula Kodak Safety Film AA) de cromatogramas
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en papel (metanol-agua 3:1) se utilizô como control de la au- 
sencia de ^^Cr libre. Las medidas de radi actividad se hicieron 
en un espectrofotômetro autogamma Packard modelo 5220 .
2.2.4. Obtenciôn de acido ribonucleico crudo. '  >
Se siguiô el mêtodo de FRIEDMAN (1964). Los ratones 
inmunizados se matan por dislocaciôn cervical extrayendo sus 
bazos y macrôfagos peritoneales que se congelan inmediatamente 
con nieve carbôhica. Se resuspenden en 3 volumenes de fenol des- 
tilado frib al 88% conteniendo 2 mg/ml de Macaloid (inhibidor 
de ribonucleasas). A esta mezcla se le ahade un volumen igual 
de tampôn fosfato frio 0.02 M pH 7,2, 0.01 M de EDTA (para 
evitar la formaciôn de complejos âcidos nucleicos-proteihas 
mediante iones quelantes). La mezcla se homogeniza a 0° C du­
rante 10 minutes con un homogeneizador Virtis.El homogeneizado 
se centrifuga a o° C durante 15 minutes a 2.400 g recogiehdose 
la fase acuosa superior. A continuaciôn se le ahade a esta fase 
el mismo volumen de eter dietflico frfo con objeto de retirar 
el fend que quede. La mezcla se centrifuga a 400 g, la fase 
superior se descarta y el procedimiento se repite 4 veces mas.
A la fase acuosa résultante se le da una corriente de N 2 duran­
te 10 minutes con objeto de liberar el eter que pudiese quedar.
Se le ahaden 0.1 volumenes de ClNa 3 M y 2 volumenes de etanol 
absolute frib. Se deja reposar durante toda la noche a 4° C y 
el precipitado se recoge por centrifugaciôn a 1.200 xg durante 
10 minutes en frio. La precipitaciôn se repite una vez mas dejan­
do reposar durante 1 hora a 4° C, centrifugando a continuaciôn 
todo ellos en las mismas condiciones anteriores. El sedimento 
résultante se resuspende en 5 ml de tampon fosfato esteril. La 
muestra se congela a -70° C y se almacena hasta su utilizaciôn.
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La concentraciôn del RNA obtenido se estima por 
absorciôn a 260 nm y 280 nm de una diluciôn apropiada de la 
preparaciôn. Si la razôn entre ^ 2^0/ -^280^  ^ se puede suponer 
que la preparaciôn de RNA estâ suficientemente libre de conta- 
minaciôn protéïca (PILCH y cols. 1973) . La concentraciôn se 
calcula mediante la formula;
mg/ml de RNA = *260 x factor de diluciôn
E X 1
Donde E es el coeficiente de extinciôn y 1 la longi- 
tud de la cêlula en cm. Normalmente una unidad de A 2gQ es équi­
valente a una concentraciôn de RNA de 4 0-6 0 ^ y/^g/ml*.
2.3. Mêtodos fisicoquimicos
2.3.1. Espectroscopia ultravioleta
Para este estudio se utilizô un espectrofotômetro 
Beckman modelo 25, con rendija automâtica, conectado a un re- 
gistrador con una velocidad de 20 nm/min, empleando como blanco 
la soluciôn en la que estuviera disuelta el lipopolisacarido, 
generalmente Tris-ClH 0.02 M en ClNa 0.1 M.
2.3.2. Espectroscopia infrarroja
Para determinaciôn de los espectros moleculares en 
la zona del infrarrojo se empleô un espectrofotômetro Perkin- 
-Elmer modelo 457, utilizando pastillas de 1 mg de muestra dis- 
persada en 3 00 mg de BrK.
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2.3.3. Espectroscopia de resonancia magnetica nuclear
Para estos estudios*moleculares de caracter previo, 
utilizamos un espectrômetro mod. R12, de 60 MHz de Perkin- 
-Elmer y las determinaciones se realizaron sobre 25 mg de LPS 
disueltos en 0.4 ml de agua pesada o de dimetilsulfoxido. Las 
condiciones de trabajo fueron: una sensibilidad variable de 
4 a 8 e incluso en ocasiones a 32, segûn los casos, con escala 
10 y filtros 2 (para agua pesada) y 3 (para dimetil sulfôxido).
2.3.4. Analisis espectro-colorimetrico del lipopoli­
sacarido.
El lipopolisacarido pudo ser estimado colorimetri- 
camente utilizando el mêtodo de EDSTROM (1969), modificado 
posteriormente por JANDA y WORK (1971), aungue realizando al­
gunas modificaciones personales. El colorante reactivo se pre- 
par6 disolviendo 10 mg de carbocianina (l-etil-2-C 3-Cl-etil- 
naftol (1, 2 d’) tiazolin -2-ylidina32 metilpropenil] nafto 
j(l,2d) bromuro de tiazolio) en 20 ml de una mezcla a partes 
iguales de 1,4 dioxano y 0.03 M de acetato sôdico tamponado 
a pH 4 y ahadiendo despuês otros 8 0 ml mas de tampôn. Esta so­
luciôn es estable en la oscuridad a 2° C durante algunas horas. 
Antes de usarla se ahaden 2 ml de âcido ascôrbico 0.1 M (pH 
final 4) y el colorante reactivo se utiliza antes de que pase 
1 hora. A una muestra de 1,5 ml de LPS (1,5 ml de agua destila­
da o tampôn conteniendo 0.15 - 3 0 g de LPS se le ahade el 
tampôn (0.6 ml) y el colorante reactivo (0.9 ml) . La absorban- 
cia se mide, despuês de estar en oscuridad a temperatura ambiente 
de 5 - 10 minutes, en un espectrofotômetro Beckman modelo 25 
frente a un blanco sin LPS. Se registran los espectros visibles 
para cada una de las muestras. Durante todo el ensayo se usan^
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tanto para el colorante como para la mezcla de reacciôn,tubos 
de polietileno ya que el yidrio puede absorber cantidades sig- 
nificativas de colorante.
2.3.5. Determinaciôn del coeficiente de sedimentaciôn
Los anâlisis de velocidad de sedimentaciôn se reali­
zaron en una ultracentriïuga analîtica Beckman Spinco modelo-E 
equipada con ôptica de Schlieren y sistema RTCT de compensaciôn 
de temperatura. El LPS fue disuelto en Tris-ClH 0.02 M ClNa,
0.1 M, pH 7,6 y colocado en una cêlula de sector simple (12 mm, 
4° C ) . La velocidad utilizada fue" de aproximadamente 30.000 
rpm, y la temperatura se mantuvo a 20° C. Se ha seguido el mê­
todo expuesto por CHERVENKA (1969).
El coeficiente de sedimentaciôn se calcula segûn la
formula :
V
S =    —
I r
donde w es la velocidad angular, r es la distancia desde el 
centre de rotaciôn y v es la velocidad de sedimentaciôn de la 
molecula estudiada, que se détermina mediante la relaciôn:
ln 2
(to)
= W s (t-tg)
en la que r^(t) es la posiciôn del frente en el tiempo t, medi- 
da como el mâximo del pico en el perfil de Schlieren. Un grafi-
co de ln [ rj^  (t) / rj^  (t )1 frente a (t-t^) nos da la pendien-
2
te de w S y por tanto S, que se expresa en unidades Svedberg
(S) (10 segundos). Este coeficiente de sedimentaciôn S se
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corrige aproximadamente a su valor en agua y a la temperatura 
de 20° C.
iP  .ST,b X 1 - V20,w ? 20,w
n 20,w
1 - V T,b. S 20,b
Donde n.T,b es la viscosidad del tampôn utilizado 
en el experimento a la temperatura de este,^ 20,b densidad 
del tampôn 20°C y , el volumen especifico parcial de la mues-i , D
tra en el tampôn a la temperatura T,
2.3.6. Microscopîa electrônica
Para este estudiô el LPS fue"disuelto en Tris-ClH 
0.1 M pH a 7,6 (a una concentraciôn de 1 mg/ml) y examinado 
al microscopic electrônico despuês de tinciôn positiva o ne- 
gativa. La tinciôn positiva se hizo colocando una gota de LPS 
en una rejilla de cobre recubierta de carbono. Despuês de très 
minutes se retira el exceso con un capilar muy fine y la reji­
lla se deja secar al aire durante unos minutes. Entonces se 
coloca una gota de acetato de uranilo al 2% y se deja reaccio- 
nar durante 8 minutes, lavandose a continuaciôn con agua des­
tilada para, finalmente, dejarla secar al aire.
Para la tinciôn negativa se mezcla un volumen de 
LPS con une de fosfotungstato potasico pH 7,2 al 3%, colocan- 
dose una gota de esta mezcla en una rejilla de cobre recubier­
ta con carbono y se retira el exceso con un capilar muy fine.
La rejilla se deja secar al aire durante 30 minutes antes de 
utilizarla. En otras ocasiones se utilizô para la tinciôn ne­
gativa, en sustituciôn del fosfotungstato potasico, tungstato 
sôdico al 2%. Todas las microfotograflas se hicieron en un
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Philips EM 300 (Philips Electronics Industries LTd) utilizando 
una tensiôn de aceleraciôn de* 60 Kv.
2.3.7. Centrifugaciôn en gradiente de sacarosa del 
âcido ribonucleico.
Se toman 3 unidades de absorciôn del extracto de 
RNA, llevandolo a 0,2 ml con tampôn TKM (2 ml Tris 2M pH 7,5,
1 ml de CI2 Mg 1 M, 10 ml de ClK 2 M hasta 200 ml con agua 
destilada). Se centrifuga en gradiente de sacarosa (20% al 
5%) en tampôn TKM en tubos de nitrocelulosa, (centriïuga Beck­
man L-3 0, rotor SW-4 0.TÎ) a 4 0. 000 rpm durante 3 horas a 
4° C sin freno. Se hace una punciôn en el fonde del tubo re- 
gistrando el gradiente en un monitor de absorciôn ISCO (mod. 
UA-4) a 260 nm.
2.4. Mêtodos________biôlogicos
2.4.1. Pirogenicidad.
Se determinô mediante el ensayo cuantitativo de piro- 
genos de TENNENT y OTT (1952), midiendo la temperatura a inter- 
valos de 30 minutes durante un période de 1,5 horas antes a 
5 horas despuês de la inyecciôn de lipopolisacarido. La tempera­
tura observada 1,5 horas^antes de la prueba^se toma como referen­
d a  y acada conejo se le administra 1 ml de lipopolisacarido/
Kg de conejo, de una soluciôn conteniendo 0,1 g% de soluciôn 
salina. Se usaron 3 conejos por dôsis.
Por otra parte se realizaron ensayos de pirogenici­
dad con el lisado de amebocitos de Limulus (Pyrogent TM). Para
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ello seguimos fielmente las especificaciones de la firma 
Mallinc Krodt, preparadora del reactivo y de acuerdo con 
lo establecido por ROJAS-CORONA y cols. (1969) para este 
ensayo de coagulaciôn.
2.4.2. Determinaciôn de la dôsis létal (DL50)
Las endotoxinas suspendidas en soluciôn salina libre 
de pirôgenos se inyectan intraperitonealmente en ratones blan­
cos Han/ICR en dôsis de 50 a 1.000 ^g/ratôn. Para cada dôsis 
se utilizan 10 ratones y el nûmero de muertes se détermina du­
rante un periodo de 24 a 72 horas. La DL50 se calcula segûn 
REED y MUENCH (1938)
2.4.3. Actividad antiinflamatoria de la indometacina
Se determinô por la prueba de la carragenina siguien- 
do el mêtodo de WINTER y cols. (1962).
2.5. Mêtodos inmunobiôlogicos
2.5.1. Preparaciôn de suspensiones celulares de bazo
Los animales se matan por dislocaciôn cervical o 
sangria total, sacandoles a continuaciôn el bazo de forma es­
teril. Este se limpia de tejidos adyacentes colocandolo en una
,  (*)
plaça pétri con 6 ml de soluciôn de Hank (BSS) fria ..Entonces 
se homogeneizan a travês de una rejilla de acero inoxidable sobre
(*) ver nota al pie de la pagina siguiente
21
el tampôn. La suspensiôn se coloca en tubos de 12 ml dejan­
do sedimentar los grandes trozos de tejido durante 4 minutes 
en hielo o bien se filtra a travês de algodôn. Se recoge el 
sobrenadante colocandolo en un tubo de centrifuga y anadiendo 
mas medio BSS. Se lavan 3 veces a 200 xg durante 10 minutes 
a 4° C. El ûltimo sedimento se resuspende en medio de cultivo 
a la concentraciôn deseada. Las'cêlulas viables se cuentan en 
un hemocitômetro de Thomas directamente en un microscopic de 
contraste de fases (Leitz Orthoplan) o bien despuês de tenir 
con azul de tripano (Serva) al 0.05% (concentraciôn final en 
la câmara).
2.5.2. Cultivo del mastocitoma P815 Y
Este tumor se mantiene por medio de pases por ratones 
DBA/2 o bien en cultives "in vitro". En el primer caso se inyec­
tan 0.1 ml de tampôn fosfato pH 7,3 con 10^ cêlulas por via 
intraperitoneal. A los 10 dias aproximadamente se extrae el 
fluiôo ascitico mediante una jeringa, haciendo seguidamente un 
lavado de la cavidad peritoneal con 3 ml de tampôn fosfato
Nota :
Soluciôn de Hank (BSS) (HANK, 1948) ; 8 gr de ClNa, 0,53 gr de 
ClgCa, 0,4 gr de ClK, 0,2 gr de SO^Mg. 7H2 0 , 0.06 gr de P0^H2K,
0.09 gr de P0^HNa2•I2H2O y 10 mg de Rojo fenol. Agua destilada has­
ta 1000 ml. En ocasiones se utiliza con 1 gr/litro de glucosa. 
Ajustar con NaOH hasta pH 7,3. Esterilizar por filtraciôn.
PBS pH 7,3 ; 8 gr de ClNa, 0.2 gr de ClK, 2,8 gr de P0^HNa2.I2H2O, 
0,2 gr P0^H2K. Agua destilada hasta 1000 ml. Comprobar pH. Esteri­
lizar por filtraciôn.
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salino pH 7,3. Se obtienen un total de 3 00 x 10^ cêlulas 
per ratôn, que una vez lavadas(2 veces)a 200 g x 10 minutes 
en medio de lavado, se resuspenden en el medio utilizado 
para congelar, alcanzando hasta una concentraciôn de 10x10  ^
cêlulas/ml; se distribuyen en alicuotas de 1 ml, congelando- 
las primero a -20° C y luego almacenandolas a -7 0°C.
Para el cultivo "in vitro" se inoculan unos 10 ml
de medio de cultivo con 100.000 cêlulas/ml. Se incuban a 37° C
en incubador al 5% de COg. Cada dos dfas se nutre el cultivo 
llevandolo a la concentraciôn de 100.000 cêlulas/ml con medio 
fresco.
2.5.3. Cultivo "in vitro" de cêlulas de P815 Y en 
presencia de distintos lipopolisacaridos 
bacterianos.
Los cultivos con un volumen de 5 ml(s0.000 cêlulas/ml 
y 50yxg/ml de lipopolisacâridc^ se incuban a 37° C 5% C02* Cada 
dîa se détermina el numéro de cêlulas viables.
2.5.4. Obtenciôn de fibroblastos de embriôn de polio
Se utilizan embriones de polio de unos 10 dias que 
se extraen esterilmente del huevo, desechàhdose cabeza, patas 
alas y visceras. El resto del cuerpo se lava abundantemente 
com tampon fosfato salino pH 7,2 (PBS) para eliminar hematies. 
Se coloca en una plaça pétri, disgregandolo con tijeras, y 
volviendolo a lavar dos veces con PBS. Se coloca el triturado 
en un matraz tratàndolo con tripsina al 0,25% (Difco 1/250)) 
en soluciôn de Hank a 37° C y con agitaciôn magnêtica. Pasados 
20 minutos se recoge el sobrenadante que se diluye con PBS
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frio, guardandolo a 4° C. Se vuelve a anadir tripsina y a 
los 10 minutos se repite el proceso anterior, asl hasta que 
no quede material. A continuaciôn se centrifugan todos los 
sobrenadantes a 200 g x 10 minutos, lavandose el sedimento 
3 veces con PBS, resuspendiendo con pipeta.
Despuês del penultimo lavado se filtra la suspen- 
siôn a travês de una doble gasa. El sedimento final de la 
ûltima centrifugaciôn se resuspende en medio de crecimiento 
haciendo a continuaciôn recuento de cêlulas viables en un 
hemocitometro de Thomas y resuspendiêhdolas a 10^ cêlulas 
por ml. Las cêlulas se reparten en tubos (1 ml de cêlulas) 
o frascos hexagonales de vidrio pyrex neutro (10 ml de cêlulas) 
tapados con tapôn de goma incubandolos en estufa a 37° C el 
tiempo necesario para que las cêlulas se adhieran a la pared 
formando un epitelio continue en monocapa.
2.5.5. Medida de la incorporaciôn de timidina
A los cultivos conteniendo 2 x 10^ cêlulas por
0.9 ml de medio de cultivo se les ahaden distintas concen-
traciones de mitôgenos en 0.1 ml de tampôn fosfato salino
pH 7,3. Se hacen contrôles sin mitogeno. Se incuban durante
3 dias en un incubador (Forma Scientific Inc mod. 3156) a
37° C con atmosfera humeda y 5% de CO^. A las 48 horas de
3 3
incubaciôn se anaden 2 yiCi/ml de H-Timidina ( H TdR, The 
Radiochemical Centre, Amersham, actividad especîfica 16 Ci/mmol) 
a cada cultivo. A las 7 2 horas las cêlulas se recogen filtran- 
dolas a travês de filtres de fibra de vidrio (GF/A, Whatman).
Se lavan sucesivamente con 10 ml de tampôn fosfato salino 
pH 7,3, 10 ml de âcido tricoloracêtico frib al 10% y 2 ml de 
etanoÇ. Los filtres se secan en estufa y se colocan en viales
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con 3 ml en liquide de centello (Toluene con 0.3% de PPO 
(2,5-difenil-oxazol) y 0.01% de POPOP (2,2'-p-fenilenbis 
(4metil-5“feniloxazol) y se cuentan en un espectrofotdmetro 
de centelleo liquide Intertechnique modèle SL3 2. Los dates 
se presentan como 
tas en el cultivo.
-1 -6
cuentas x min x 10 cêlulas vivas pues-
La concanavalina A y fitohemaglutinina se este- 
rilizan por filtraciôn a travês de Millipore (0.22yu. ). El 
sulfate de dextrano se esteriliza a 110° C y el lipopolisa- 
carido se hierve durante 60 minutos.
2.5.6. Procedimientos de inmunizaciên
El suero anti-LPS se obtuvo inmunizando conejos^ 
semanalmente^ con los antigenos durante un période total de 
8 semanas. Las 4 primeras semanas se inyectaron intramuscu- 
larmente 0,1, 0,25, 0,50 y 0,75 ml de una soluciôn de LPS 
(2,5 mg/ml) emulsionada i con volumenes iguales de adyuvante 
de Freund incomplete (Difco). Las 4 semanas siguientes se 
inyectaron 0,1, 0,2, 0,2, y 0,4 ml intravenosamente. Una 
semana despuês se sangraron por punciôn cardiaca.
Grupos de 3 0 ratones se inmunizarôn primarlamente 
con una inyecciôn intraperitoneal unica con distintas concen- 
traciones de LPS (10, 25, 30, 40, 50, 100, 250 y 500 yig).
Se hicieron sangrias cada dla determinandose la curva de res- 
puesta.
La inmunizaciôn frente a eritrocitos de carnero se
g
realizô por una inyecciôn intraperitoneal de 2,5 x 10 eritro-
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citos de carnero (previamente lavados tres veces con tampôn 
fosfato salino 0,15 M, pH 7,2.
La sangre recogida en tubos de centrifuga se deja 
coagular a 37° C durante 1 hora y despuês de desprender el 
coagulo de las paredes se mantiene a 4° C durante 12 horas 
para que se retraiga el co^ulo. Seguidamente se centrifuga 
a 200 g durante 5 minutos, recogiendo el sobrenadante. Los 
sueros asi obtenidos se guardan en pequehas alicuotas a 
-20° C
2.5.7. Inmunoprecipitaciôn en gel de agar
Se siguiô la têcnica de OUCHTERLONY (1967). El gel 
soporte era agarosa al 1% en tampôn veronal 0.05 M, pH 8,4 (*)
Los portaobjetos (2,5x7 cm) previamente desengrasa- 
dos se recubren con una pequeha capa de agarosa. Una vez 
esten secos se les ahade 3 ml de agar dejandolos solidificar. 
Los pocillos se hicieron con un cilindro metalico conectado 
a una bomba de vacib. Se guardan a 4°C en cajas humedas.
En el pocillo central se coloca el antigène y en 
los 6 pocillos exteriores diluciones del suero que se desee
(*) 8,5 gr dietil barbiturate sôdico, 0,25 gr azida sodica, 
12 ml ClH IN. Llevado a 1 litre con agua destilada.
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titular en PBS. Se deja incubar a 37° C durante 24 horas le- 
yendose los resultados con luz indirecta frente a un fonde 
oscuro. El tltulo del antisuero es la reciproca de la diluciôn 
mas baja del antisuero con la que se ha obtenido banda de pre- 
cipitaciôn.
Las preparaciones antes de tehidas se lavan en PBS 
durante 7 2 horas con frecuentes cambios y despuês con agua 
destilada. Se secan envolviendolas en papel de filtre humedo 
(llenan#o previamente los pocillos con agua para que no queden 
burbujas que produzcan resquebrajamiento del agar) a tempera- 
tura ambiente.
Una vez secas se tihen con colorante Negro de almi- 
don 10 B (Merck) al 0,5% (v/v) en 5% (v/v) de âcido acetico 
durante media hora y se lava a continuaciôn con âcido ace^tico 
al 2% (v/v)durante 3 0 minutos y 3 veces en agua destilada.
2.5.8. Inmunoelectroforesis
Los portaobjetos se preparan de manera similar a 
los de la inmunodifusiôn excepto en la disposiciôn de los po­
cillos (esta vez en el centro del portaobjetos). Los portaobje­
tos se colocan en una cubeta de electroforesis ELPHOR, estable- 
ciendo conexiones con el tampôn con paial de filtro Whatman 
n° 3. El tampôn de electroforesis es varonal 0.05 M pH 8,4 y 
la electroforesis se realiza con una t nsiôn de 4 voltios por 
cm. Se utiliza de indicador azul de b omofenol al 1% que se 
coloca en un pequeho pocillo en el extiomo superior mas cerca- 
no al catodo del portaobjetos. Cuando cl azul de bromofenol 
ha recorrido unos 4 cm se da por termi. ada la electroforesis,
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trazandose en la preparaciôn un canal en sentido longitudinal 
entre los dos pocillos. Se llena este canal con el antisuero y 
se deja incubar a 37° C durante 24 horas en atmosfera humeda. 
La lectura de resultados se realiza de igual forma que en la 
inmunodifusiôn.
2.5.9. Hemaglutinaciôn
Se lavan 0,2 ml de eritrocitos de carnero (SRBC)
3 veces con PBS frio durante 10 min. a 500xg. Se lleva el 
sedimento final al 2% con 10 ml de PBS. Se hacen diluciones 
seriadas a la mitad con el antisuero ( de 1/10 a 1/10.240) en 
una plaça de Terasaki previamente deselectrizada. A 50 J-^1 de 
cada diluciôn de antisuero se ahaden 100 jjlI de SRBC(al 2%).
Se hacen contrôles con suero no inmune. Al acabar cada plaça, 
se mueve ligeramente para formar una suspensiôn homogênea.
Se deja durante la noche a temperatura ambiente, tapando las 
plaças para evitar la evaporaciôn. Los eritrocitos utilizados 
en este ensayo deben ser frescos de menos de 3 dias. El titulo 
de hemaglutininas es la reciproca de la diluciôn de suero mas 
alta que da lugar a una compléta aglutinaciôn de los globulos 
rojos.
2.5.10. Hemaglutinaciôn pasiva
/
Se realiza de igual forma que la directa^ unicamente 
que en este caso el antîgeno son eritrocitos recubiertos con 
LPS. 0,2 ml de SRBC se incuban con 0.2 ml de LPS (200 g)
previamente hervido durante 1 hora^durante 3 0 minutos en baho 
de agua a 37° C.Se lavan tres veces con PBS a 500xg durante
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10 minutos,llevando el sedimento final a 10 ml igual que en 
el caso de la hemaglutinaciôn directa. El resto del proceso 
se sigue de igual forma que en el anterior apartado.
2.5.11. Ensayo de hemolisis de eritrocitos marcados 
con ^^CrO  ^ Na?.
Esta prueba, que se puso a punt'o en nuestro labora- 
torio, consiste en la llsis de eritrocitos especialmente trata- 
dos, que se produce por anticuerpos especîficos y con interven-
ciôn del sistema complemento. Los eritrocitos se marcan previa-
51mente con Cr y pueden estar, o no, recubiertos por la molêcu- 
la de LPS que se utilizô como antîgeno. Se incuban 0,2 ml de 
eritrocitos de carnero al 3% con 1 0 0 Ci de ^^CrO^Nag (acti­
vidad especîfica 1 mCi/mmol) en un volumen de 0,2 ml durante 
una hora a 37° C con agitaciôn ligera. Transcurrido este tiem­
po se lavan los eritrocitos 3 veces a 4° C para eliminar el 
CrO^Nag ' no incorporado. Se lleva el sedimento final a
6 ml, con PBS, quedando la concentraciôn final de eritrocitos 
al 0,1%.
Se hacen diluciones seriadas a la mitad con los an- 
tisueros en PBS. A 100 yuil de cada diluciôn de antisuero se le 
ahaden 50 yjul de SRBC marcados al 0.1%. Ce deja, la mezcla^ reac- 
cionar durante 5 minutos y se ahade seguidamente 100 y^l de com­
plemento de cobaya al 1:19 (v/v).
Se incuba durante 1 hora a 37 ' C en baho con agita­
ciôn ligera. Se hacen contrôles con sueio no inmune y de lisis 
total (en tubos conteniendo 50 y ^ l  de e itrocitos marcados y 
2 ml de Triton X 100 al 0,5%). La lisis 'nespecffica por el com­
plemento se détermina sustituyendo el sii ro por PBS. Al final de 
la incubaciôn^se ahaden 1,75 ml de PBS frîo por tubOysedimentando
9a continuaciôn los eritrocitos durante 5 minutos a 500xg. Se co­
gen ,500 del sobrenadante para recuento en contador Auto­
gamma modelo 522 0 de Packard.
En el caso de que se utilicen eritrocitos recubier­
tos con LPS^el ensayo se harâ de igual forma, excepto en que 
a la media hora de incubaciôn con el ^^CrO^Na2 se ahaden 0,1 ml 
de LPS (100 yu g) y se prosigue la incubaciôn hasta la hora.
El tanto por ciento de citotoxicidad especîfica se 
mide mediante la formula
, C/ I ^ 1 1  • . » r C p r a  p o r  L o v u S r c i  — Cpm c o m p l e x e
cie, —  — !----------------------- — -------- !-------
C p  m  G-iVoorcLclaik clcxv To Voo - W'cuiaS pcT
El tltulo del antisuero se considéra el reciproco de
la maxima diluciôn de suero que produce un 50% de liberaciôn 
de ^^Cr. O4 Na2*
2.5.12. Determinaciôn de cêlulas formadoras de 
anticuerpos
Se hizo mediante el ensayo de JERNE y cols. (1963) 
con algunas modificaciones. Se colocan en un baho de agua^ a 
47° Cytubos (Labclinics, TH7 5-13) con 0,6 ml de agar al 0,5% 
en soluciôn de Hank con 0.04% de DEAE-dextrano.
Se ahaden a continuaciôn 50 yul de eritrocitos de 
carnero (recubiertos o no con LPS) dilui^os al 1:7 (v/v) en
BSS. Seguidamente se ahaden 0,2 ml de cêlulas de bazo a varias
concentraciones y 50 ybl de complemento de cobaya diluicio al 
1:3 (v/v),todo ello en soluciôn de Hank. La mezcla se extiende 
en plaça pétri (90 x 13 mm) en tres alicuotas de 0.2 ml y se 
incuba durante 3 horas a 37° C en atmô'sfera humeda al 5% de 
CO2 (Forma Scientific Inc.).
Las cêlulas formadoras de halos de hemolisis se 
cuentan utilizando luz indirecta. Se utilizan contrôles de 
cêlulas de animales no inmunizados y de lisis espontanea de 
eritrocitos. Los resultados se dan como nûmero de cêlulas 
formadoras de anticuerpos/10^ cêlulas de bazo. En el caso 
de estudiarse la respuesta anti-LPS se haran contrôles de 
especificidad con eritrocitos no recubiertos.
2.5.13. Tratamiento reductor de inmunoglublinas
Se sigue el procedimiento expuesto por NOWOTNY 
(1969) con alguna modificaciôn. A 1 ml de suero inmune (de 
ratôn o conejo) se ahade una concentraciôn final 0.1 M de 
p  -mercapto-etanol en Tris-ClH 333 mM,,pH 8,6 y se deja a 
temperatura ambiente durante una hora. Seguidamente se ahade 
yodoacetamida en una molar idad seme jante a la de{ -mercapto- 
etanol y se deja reaccionar durante 15 minutos en oscuridad 
a temperatura ambiente. Seguidamente se dializa frente a tam­
pôn fosfato salino 0.15 pH 7,3. se hacen contrôles con sue­
ros- sin tratar con el reductor. La actividad hemaglutinante de 
los anticuerpos se analiza antes y despuês del tratamiento. En 
algunos casos el tratamiento con el J&-mercaptoetanol se realizô
en la misma plaça de hemaglutinaciôn una vez hechas las diluciones 
sin alquilaciôn posterior. Despuês de 1 hora a temperatura ambien­
te se ahaden los eritrocitos y se prosigue la hemaglutinaciôn 
segün se ha explicado anteriormente.
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2.5.14. Pruebas de fagocitosis in vitro
2.5.14.1. Obtenciôn de cêlulas
Para las pruebas de fagocitosis "in vitro", se 
obtuvieron macrôfagos peritoneales de ratôn a partir de lotes 
de 5 animales; para ello se inyectaban a cada ratôn (por via
i.p.) 2 ml de lîquido de Hanks heparinizado y despuês, 5 minu­
tos mas tarde, se extraia este liquide previo masaje suave de 
la zona ventral; seguidamente se reunian todos los liquides, 
se centrifugaban y se lavaban 2 veces estas cêlulas con liqui­
de de Hanks; finalmente, se hacla un recuento para ajustar la
7 8suspensiôn a una concentraciôn aproximada de 5 x 10 a 10 
celulas/ml y se mantenian en b.a. a 37° C antes de realizar 
la prueba.
2.5.14.2. Indice fagocitarie
Se realizô por una têcnica similar a la de BURROWS 
y BACON (1956) aunque con algunas modificaciones introducidas 
en nuestro laboratorio (PEREZ URENA y cols. 1972). En esencia, 
el ensayo consiste en ahadir a tubos siliconados de hemolisis^ 
mantenidos a 37° C, 1 ml de la suspension de macrôfagos perito­
neales, o de linfocitos, de ratôn con 0,1 ml de plasma o suero
de ratôn obtenido por sangria retro-orb .tal y 0,1 ml de una sus-
q
pensiôn bacteriana en tampôn fosfato (2,5 x 10. cêlulas/ml =
0,3 D.O.gQQ). El plasma y las bacterias se mantienen en contacte 
previo 10 minutos a 37° C para sensibil zarlas, antes de ahadir 
los macrôfagos; despuês, toda la mezcla del sistema se incuba 
a 37° C en los tubos dispuestos horizon almente y rotando de vez 
en cuando a razôn de 16 rpm. Al cabo de 2 h. se retiran los tubos
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de la estufa, se centrifugan a 3.000 rpm/10' y se hacen los 
frôtis, que se tihen por el mêtodo de WRIGHT.
En los tubos de ensayo de las endotoxinas,se aha- 
dieron estas en volumenes de 0,1 ml y a una concentraciôn tal 
que quedara el LPS a 5 yng/ml de la mezcla total.
El indice fagocitario se midiô anotando el ndmero 
de bacterias fagocitadas/cëlula para un recuento total de 100 
cêlulas.
2.5.15. Determinaciôn de la capacidad inmunosupresora
Dos lotes de conejos^con o sin tratamiento endotô- 
xico previo/fueron inmunizados con lisozima de clara de huevo 
(Sigma). En las series control, la inmunizaciôn por lisozima 
se realizô mediante 4 inyecciones intramusculares semanales 
de 0.5 mg, la primera y 1 mg las tres siguientes en un ml de 
soluciôn salina esteril, y emulsionadas en un volumen igual 
del coadyuvante de Freund.
A los animales que queriamos suprimir la respues­
ta inmunitaria se les trataba con 100 yig de endotoxina por 
via intravenosa dos dias antes y 14 dias despuês del comien- 
zo del tratamiento con lisozima.
El ensayo de actividad de la lisozima se realizô 
siguiendo el mêtodo de Shugar (1952) . La lisis del sustrato 
se observô con un espectrofotômetro Beckman DB-G a 450 m.
Todo ello segûn la têcnica de RUBIO y PORTOLES (1972).
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2.5.16. Producciôn de interferôn
Grupos de 10 polios se inyectan en la vena del ala,
^ 3o por via intramuscular, con la estirpe virâsica NDV (10 xla
dosis en 0.3 ml). El lipopolisacârido de P. aeruginosa o
B. melitensis se inyectaron intravenosamente a una dosis de
100 ng/100 gr de peso. Los sueros se extrajeron por punciôn
cardiaca determinando los tîtulos de interferôn a distintos
intervalos.
Ensayo de Interferôn
Los sueroS/recolectados de cada grupo^se utilizaron 
como interferôn. Los sueros de animales inyectados con NDV se 
calentaron a 53° C durante 3 0 minutos para eliminar el virus 
infectante. La titulaciôn del suero se realiza en cêlulas de 
embriôn de polio utilizando una modificaciôn de la têcnica de 
plaças de Dulbecco introducida pOr RONDA y ALONSO (1973). Se 
hacen una serie de diluciones de interferôn en medio de mante- 
nimiento y se ahaden a monocapas de fibroblastos de embriôn 
de polio en plaças pétri. Despuês de 24 horas de incubaciôn a 
37° C,el interferôn se retira y las cêlulas se lavan una vez 
con tampôn fosfato pH 7,2. El VSV se diluye hasta contener 100 
unidades formadoras de plaças por ml y se utiliza como virus 
desencadenante teniêndolo en contacte con las cêlulas 1 hora 
y media. El virus no adsorbido se retira, ahadiendo despuês una 
capa de agar nutritive y dejando incubar las plaças durante 24 
horas. Entonces se ahade otra capa de agar nutritive, esta vez 
con rojo neutro y se hace un recuento de los halos de lisis. Los 
tîtulos de interferôn se expresan como unidades por ml de suero 
y son las recîprocas de la diluciôn mas alta de suero que redu­
ce en un 50% el numéro de plaças présentes en los contrôles.
III. RESULTADOS
1. Obtenciôn de endotoxinas
En la Fig. 17 aparecen detalladas las curvas de 
crecimiento de P. aeruginosa y E. coli. La recogida de las 
cêlulasy igual que en otras estirpes^ se realizô al principle 
de la fase estacionaria. Por otra parte, para controlar la 
producciôn en peso, se determinô la relaciôn entre peso seco 
de cêlulas y absorciôn a 610 nm, como se puede ver en la 
Fig. 18.
En el cuadro V se muestran los rendimientos obte­
nidos en el cultivo de las distintas especies bacterianas, 
en tanto que las variaciones de porcentaje en la obtenciôn 
de los distintos crudos de endotoxinas aparecen en el grafico 
de la Fig. 19. Como se puede ver, el mêtodo de WESTPHAL diô 
visiblemente mejores resultados, en especial cuando se obtienen 
de la fase acuosa, mientras que la extracciôn con EDTA produjo 
un rendimiento del LPS crudo mas bajo.
2. Purificaciôn
Al igual que en la obtenciôn de endotoxinas, en este 
caso, hemos utilizado distintos procedimientos de purificaciôn 
para conseguir datos comparatives:
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CUADRO V.- Producciôn celular, expresada como pesos hûmedo 
y seco, que se han obtenido en el cultivo de las 
distintas especies bacterianas.
Bacterias Peso humedo (gr)/ litro de cultivo
Peso seco(gr)/ litro 
de cultivo
F .aeruginosa 3,8 0,64
S. typhi 4,2 0,7
E. coli 4 0,67
Y.enterocolitica 4,4 0,73
B. abortus 3,9 0,65
B. melitensis 3,7 0,62
231
o
CL
O
“ü
0  (O
• i lp
1  -ë
CD
TJ
C
'O
8
0>
«
o  o  v> u  o
3  CL 
TJ
S
CL
%
Fig. 19.- Variaciones en la producciôn de crudos de endotoxina, en 
funciôn del mêtodo de extracciôn, expresadas como peso 
seco ( g) .
iSSBI P. aeruginosa (ROGERS y cols, 1969, EDTA); f J 
E. coli (WESTPHAL, fase acuosa) ; V///J S . typhi (WESTPHAL, 
fase acuosa); E2SJ P. aeruginosa (WESTPHAL, fase acuosa);
CmniJ B. melitensis, (LEONG y cols. 1970, fase fenolica 
Fs) ; BÊRR? B. abortus (LEONG y cols, 1970, fase fenôlica 
Fg); 4=^ =3 Y. enterocolitica, (LEONG y cols, 1970, fase 
fenôlica, Fc).
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2.1. Por sedimentaciôn
La purificaciôn de las endotoxinas de E. coli,
S. typhi, y P. aeruginosa (WESTPHAL) se realizô por ultra- 
centrifugaciôn segün se ha explicado eri^ Material yMétodos.
El grado de purificaciôn se controlô mediante los espectros 
Ü.V. de los sobrenadantes que resultaban en cada centrifuga­
ciôn. En la Fig. 20 aparecen los espectros U.V. obtenidos 
con los sobrenadantes de las sucesivas centrifugaciones asî 
como con el sedimento final. En el LPS purificado^el pico de 
absorciôn a 2 60 nm està muy reducido ya que la contaminaciôn 
por âcidos nucleicos es minima.
2.2. Por ultrafiltraciôn
Dado que la ultrafiltraciôn es otro procedimiento 
muy adecuado para eliminar pequehas molêculas contaminantes 
de la soluciôn de LPS crudo previamente sometido a tratamiento 
enzimâtico, nosotros utilizamos tambiên este mêtodo -con los 
LPS de E. coli, S . Typhi y P. aeruginora-, para comparar los 
datos con aquellos obtenidos por el mêtodo de sedimentaciôn.
En el caso del LPS de P.aeruginosa obtenido a partir de pare­
des no era necesario realizar una digentiôn previa con enzi- 
mas debido a que la contaminaciôn con tcidos nucleicos era 
bastante pequeha y no tenian un elevado peso molecular.
La filtraciôn fue^ proseguida hasta que no se detec- 
tô material alguno, en el filtrado, que tuviera un mâximo de 
absorciôn a 260 nm. En la Fig. 21 ap irecen los espectros de 
tres filtrados sucesivos, despuês del ratamiento con ribonu- 
cleasa y dos despuês del tratamiento c >n deoxiribonucleasa.
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Fig. 20.-
Espectros ultravioletas, de los sobrenadantes que 
resultaron de las sucesivas centrifugaciones.
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2.3. Cromatografîa en gel
Antes de nada considérâmes oportuno senalar que en 
estes ensayes, les paramétrés de eluciôn (Ve,Vi) de la celumna 
de Sepharesa se determinaren segün indicames en el apar- 
tade cerrespendlente de Material y Mêtedes, y les perfiles 
de eluciôn obtenidos con azul de dextrano y triptefane se 
muestran en la Fig. 22. Este procedimiento se ha utilizado, 
tanto en escala analîtica como en la preparativa, con todas 
las endotoxinas estudiadas en esta Memoria. Primeramente 
hemos intentado purificar el LPS crudo, a travês de Sepharesa 
4B, sin tratamiento enzimâtico previo, y no hemos obtenido 
resultados mas que en el caso de P. aeruginosa (EDTA), B .abor­
tus, B. melitensis y Y. enterocolitica. El resto de las endo­
toxinas estaban muy contaminadas con âcidos nucleicos de alto 
peso molecular de tal forma que no se conseguia una separaciôn 
neta de los diferentes picos especîficos. En la Fig. 23 apa- 
rece el caracteristico perfil de eluciôn que hemos obtenido 
con el LPS crudo de P. aeruginosa (por el procedimiento del 
EDTA) y que se compara con el del mismo material biolôgico 
previamente purificado por ultrafiltraciôn. Como puede verse, 
el LPS se eluye en el Vo de la columna.
El LPS de B. melitensis, sometido a cromatografla 
de Sepharosa 4B sin ningün tipo de tratamiento previo da un 
perfil de un sôlo pico, que tambiên se localize en el Vo 
(Fig. 24 a), situaciôn a la que se aproxima el LPS de S. typhi 
(Fig. 24 b)^  una vez pur if icado por ultraf iltraciôn.
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Fig. 22.- Perfil de eluciôn, por cromatografîa en Sepharosa 4B, de 
una muestra de dextrano: azul y triptofano.
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Fig. 23.- Pefil de eluciôn, por cromatografîa en Sepharosa 4B, del 
lipopolisacarido de P. aeruginosa extraido por el proce­
dimiento ROGERS y cols. (1969).
a: LPS crudo; b: LPS purificado por ultrafiltraciôn.
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Fig. 24.- Perfiles de eluciôn, sobre Sepharosa 4B, de los lipopoli­
sacaridos de B. melitensis (a) y S. typhi (b), este ultimo 
previamente purificado por ultrafiltraciôn.
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El LPS de P. aeruginosa crudo -obtenido por el 
procedimiento fenol-agua- cuando se pasa sobre Sepharosa 
4 B dâ un perfil de eluciôn como el indicado en la Fig. 25 a; 
sin embargo^cuando se trata previamente con nucleasas, se lo- 
gra una buena separaciôn (Fig. 25 b) de este LPS, que se elu­
ye en el Vo,y el material digerido que aparece en la zona del 
Vo + Vi aproximadamente.
Por otra parte, cuando sometimos a cromatografla en 
gel los LPS de P. aeruginosa (los obtenidos por el método fe- 
nol-agua), previamente purificados por ultrafiltraciôn détec­
tâmes unicamente un pico en el Vo^ mientras que por sedimenta­
ciôn todavia apareciô un segundo pico.(Figs. 25 c y 25 d ) .
Como quiera que en todas las preparaciones que te- 
niamos, el LPS quedaba excluido en Sepharosa 4B, intentâmes pro- 
bar la Sepharosa 2B que es capaz de retener pesos moleculares 
mayores. En la Fig. 26 aparece el perfil de eluciôn del azul 
de dextrano y triptofano. En la Fig. 27 aparecen como muestra 
los perfiles obtenidos con el LPS de B. melitensis y de
P. aeruginosa (obtenidos por EDTA y fenol-agua, el primero 
parcialmente purificado). Como puede verse, aunque la cantidad 
de material fraccionado aumenta, el LPS sigue eluyendo en el 
Vo de la columna. Los otros picos corresponden a âcidos nuclei­
cos o a fracciones de LPS degradado.
En el cuadro Vf se muestran los rendimientos de LPS 
purificado por los distintos mêtodos. Se puede observer que, 
en lineas generates, la extracciôn con fenol-agua y la puri­
ficaciôn por cromatografîa en gel da unos rendimientos bastan­
te buenos.
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Fig. 25.- Perfiles de elucion, por cromatografia en Sepharosa 4b , 
del lipopolisacarido de P. aeruginosa obtenido por el 
procedimiento de WESTPHAL y JANN (1965). a: LPS crude; 
b: LPS tratado previamente con nucleasas; c: LPS purifi- 
cado previamente por ultrafiltraciôn; d : LPS purificado 
por sedimentacion.
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Fig. 26.- Perfil de elucion de una mezcla de dextrano azul’ y 
triptofano en Sepharosa 2B.
0,5
0.4
0,3
0,2
0,5
E
#  0,4
lO
OJ
o 0,3
{ -
o I
0,5
0,4
0.3
0,2
10050 150 200
242
ml de eluido
Fig. 27.- Perfil de eluciôn, por cromatografîa en Sepharosa 2B, 
de los lipopolisacâridos de B. melitensis (a), P. aeru 
ginosa (EDTA b) y P. aeruginosa (fenol-agua, c)
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3. Obtenciôn de endotoxinas marcadas con isotopos
Segün indicamos en el apartado de M.êtodos^ realiza- 
mos el marcado isotôpico de dos endotoxinas (de Pseudomonas y 
Brucella) con un rendimiento variable. En el caso en que acu- 
dimos al marcado "in vivo" del LPS de P. aeruginosa con gluco-
3
samina-6- H, el rendimiento fue bastante bajo consiguiendo
. -1 
actividades especificas de alrededor de 50.000 dpm x mg
de LPS en preparaciones ya purificadas. La endotoxina marcada
de esta forma conserva el mismo comportamiento en cromatogra-
ffa en gel, idênticas caracterîsticas espectrosco^icas y
reacciôn colorimêtrica que la no marcada. Su actividad biolô-
gica tambiên es la misma y por tanto, hay que utilizer dosis
pequenas, que, dado su minima actividad especffica dificultan
las experiencias de control isotôpico del metabolismo de la
endotoxina. Cuando el marcado de la endotoxina se realizô con
51CrO.Na. ! ( Cr) obtuvimos mejores resultados. El rendi-
miento obtenido es para el LPS de B. melitensis de 4,62x10^ 
dpm/mg de LPS y para el de P. aeruginosa 3,96x10^ dpm/mg 
Los resultados de este marcado estan expresados en el cuadro V]% 
El producto presentô una estabilidad bastante buena segûn 
comprobamos por cromatografîa en Sephadex G-50, dialisis y cro- 
matografia en papel.
4. Control analltico y caracterizaciôn de los lipopolisacaridos 
obtenidos.
Para este propôsito acudimos al examen comparative 
de los espectros obtenidos en diversas zonas de longitudes de 
onda e incluse, por via de ensayo, intentâmes caracterizar
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bandas especificas por espectroscopîa de resonancia magnética.
4.1. Espectroscopîa ultravioleta
En la figura 28 aparecen los espectros ultraviole­
ta de algunas de las endotoxinas obtenidas por nosotros y en 
todos ellos se puede observer el mismo aspecto tîpico.
La presencia de âcidos nucleicos se detectô median- 
te la absorciôn a 260 nm del LPS; por tanto, la ausencia de 
un mâximo en esta longitud de onda nos indicé que las prepara­
ciones endotôxicas aparecîan libres de âcidos nucleicos. No 
résulta fâcil sacar muchos datos de estos espectros, ya que 
estân relativamente libres de caracterîsticas especîficas en 
esta zona del ultravioleta cercano, como corresponde a la corn- 
posiciôn quîmica del LPS; unicamente aparece una cola de ab­
sorciôn que procédé del U.V. lejano y como un fenômeno de 
dispersiôn de luz.
4.2. Espectros infrarrojos
En la figura 29 aparecen los espectros IR del LPS 
de P .aeruginosa crudo (EDTA, A) y del purificado por cromato- 
grafîa en gel (B), mientras que en la figura 30 se comparan 
distintas muestras correspondientes a LPS crudo (A) (obtenido 
por el método del fenol-agua) con los purificados por ultra- 
filtraciôn (D) cromatografîa en gel (B), una combinaciôn de 
ambos mêtodos (E) y sedimentaciôn (C).
El analisis detallado de estos espectros nos demos- 
trô que el LPS crudo (obtenido con fenol-agua), figura 3 0 (A)
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Frecuencia (cm-')
Fig. 29.- Espectros infrarrojos, del LPS de P. aeruginosa crudo, 
extraido por EDTA (A) y purificado por cromatografia en 
Sepharosa 4B (B).
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Fig. 30,- Espectros infrarrojos del lipopolisacârido de P. aeruginosa 
crudo, extraido por el procedimiento de Westphal (A) 
y los purificados por cromatografia en Sepharosa 4B (B) 
por sedimentaciôn (C) por*ultrafiltraciôn (D) y por combina 
ciôn de este ûltimo método con cromatografia en gel de 
Sepharosa 4B (E).
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présenta bandas de absorciôn caracterîsticas de âcidos nu­
cleicos: a 1230 cm , que es asignable a la vibraciôn de 
Valencia "stretching" antisimetrica del grupo PO2 con dos 
enlaces parcialmente dobles en la cadena principal de azû- 
car-fosfato y a aproximadamente 1065 cm ^ atribuida a la 
vibraciôn simetrica correspondiente. Ademâs présenta otras 
bandas a 960 y 815 cm caracterîsticas de la cadena princi­
pal de DNA y RNA respectivamente. Todas estas bandas desapare- 
cen o se reducen mucho en las molêculas purificadas, depen- 
diendo del grado de purificaciôn. Tambiên desaparecen con la 
purificaciôn otras bandas caracterîsticas de âcidos nucleicos: 
banda a 1690-167 0 cm ^ atribuible a la vibraciôn de pares de 
bases A-T, A-U, G-C unidos por puentes de hidrogeno (KYOGOKU 
y cols. 1961) , asi como la de 1480 cm ^ debida al par A-T 
(TSUBOI, 1968). Por otra parte, en los espectros de muestras 
purificadas aparecen bandas entre 900 y 1150 cm ^ ïîpicas de 
polisacâridos.
De acuerdo a los espectros IR, el LPS crudo (EDTA), 
(Fig. 29A) tiene una contaminaciôn mucho mas pequeha de âcidos 
nucleicos que el LPS crudo (fenol-agua) (Fig. 30A). Esto estâ 
de acuerdo con lo observado en los perfiles cromatogrâficas.
Con la purificaciôn del LPS (EDTA), (Fig. 29B) de- 
saparecen en el espectro las bandas situadas a 1600 cm y 
1400 cm ^ -correspondientes a la vibraciôn de Valencia asime- 
trica y simetrica de iones carboxilico COQ existantes en po- 
lisacaridos âcidos ô en aminoâcidos.
Las principales analogîas y diferencias entre los
S51
espectros IR de el LPS de P .aeruginosa obtenido por el méto­
do del fenol-agua y que son consecuencia de los distintos pro- 
cedimientos de purificaciôn (Fig. 30) afectan a las bandas 
que se enumeran a continuaciôn: Bandas de absorciôn situadas 
a 825 cm ^ correspondiente a la vibraciôn del anillo de poli- 
sacaridos; a 1050-1045 cm ^ (vibraciôn de Valencia de grupos 
C-O/C-C de polisacaridos) ; la banda en 1220 cm  ^ (vibraciôn 
0-H de deformaciôn "bending" en el piano de molêculas de po­
lisacaridos y/o vibraciôn de Valencia del grupo C-0 de lîpi-
dos); en 1450 cm  ^ (vibraciôn de tijera del grupo CH^ de po-
-1lisacaridos); las situadas a 1650 cm (CONH, amida I vibra­
ciôn "stretching" del grupo C ~ o ) , y 1547 cm ^ (CONH amida II 
vibraciôn de deformaciôn NH en el piano); las situadas a 
2860 cm  ^ y a 2930 cm”^ (vibraciones de Valencia simetricas 
y asimetricas respectivamente de los grupos CH2 Y CH simetrica 
de lîpidos y polisacaridos); y, finalmente, a 3400-3440 cm  ^
(vibraciôn 0-H "stretching" de polisacaridos todas las bandas 
presentan variaciones apareciendo con mayor o menor intensi- 
dad segun que las molêculas de LPS de P .aeruginosa haya sido 
purificada por sedimentaciôn, cromatografia en gel, ultrafil- 
traciôn 6 combinaciôn de estos ültimos mêtodos.
Las bandas a 1045-1050 cm ^ , 2930 cm ^ , 2860 cm ^
y 344 0 cm ^ presentan una intensidad relativa menor en el caso
de que el LPS haya sido purificado por cromatografîa en gel,
combinada por ultrafiltraciôn (E); mientras que las situadas 
-1 -1a 1547 cm y 1650 cm disminuyen en el caso de lipopolisa- 
caridos purificados por ultrafiltraciôn y columna (E) y tam­
biên en las muestras purificadas por sedimentaciôn (C).
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Por otra parte, en el caso de LPS purificados por 
cromatografia en gel (B), desaparecen la banda situada a 
92 0 cm (cuya atribuciôn no es inmediata en nuestro caso); 
mientras que las situadas en 1120 cm " (vibraciôn de defor­
maciôn del grupo -OH de polisacaridos), 1170 cm ^ (vibraciôn 
de Valencia C-O-C de polisacaridos) y 1320 cm ^ (vibraciôn 
"wagging" CHg de lipidos y polisacaridos) desaparecen en el 
caso de los L^S purificados bien por cromatografia Ô por ul­
traf iltraciôn; la situada a 1730 cm ^ (vibraciôn de Valencia 
C = O de lipidos) disminuye mucho, en el caso del LPS purifi­
cado por ultrafiltraciôn.
En relaciôn, con las bandas situadas a 1650 cm  ^
y 1547 cm , JENNINGS y cols (1973) suponen que éstas pueden 
ser debidas a grupos amida monosustituidos (CH^-CO-NH-) de 
molêculas tales como N-acil-hexosaminas; esta interpretaciôn 
servirîa para formar un criterio sobre la posible contaminaciôn 
de proteinas que parece existir en estas molêculas endotôxi­
cas y que originarian tambiên bandas similares.
Resumiendo, mediante espectroscopia IR se pueden 
controlar las impurezas de âcidos nucleicos que existen en 
las endotoxinas sin purificar y conocer el grado de purifica­
ciôn alcanzado por la observaciôn de la intensidad de las 
bandas correspondientes. Asi mismo, las bandas atribuibles a 
enlaces peptidicos originadas por proteinas contaminantes 
parecen reducirse durante la purificaciôn, sobre todo en el 
caso del LPS purificado por ultrafiltraciôn y sucesiva croma- 
tografia en gel (E) y el sedimentado (C).
A
B
C
D
E
F
4 0 0 0 3 0 0 0 2 0 0 0  1600 
Frecuencia (cm"*)
1200 8 0 0
Fig. 31'.- Espectros infrarrojos de las endotoxinas obtenidas B. meli­
tensis (A), B. abortus (B), Y. enterocolitica (C), P. aeru 
ginosa (D) E. coli (E) y S.Typhi (F)
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Si comparâmes los espectros IR del LPS (EDTA) 
purificado por cromatografîa en gel (B de la Fig. 29) y el 
LPS (fenol-agua) purificado por ultrafiltraciôn (E de la 
Fig. 3 0) nos encontramos que este ultimo .présenta menos acen- 
tuadas las bandas amida I y amida II. Por otra parte aparecen 
siempre en los espectros IR de ambas molêculas, cuando estan 
purificadas, tanto las bandas tîpicas de polisacaiidos, como 
las del enlace peptldico que como hemos dicho puede ser debi- 
do a la presencia de N-acil-hexosaminas. Tambiên existe siem­
pre una fracciôn lipidica.
Seguidamente realizamos un estudio comparative 
de las variaciones en los espectros IR segûn la especie bac- 
teriana de donde habiamos obtenido las diferentes endotoxinas. 
Asi la Fig. 31 recoge los espectros IR de las endotoxinas ob­
tenidas a partir de E .coli, S .typhi, B .abortus, B.melitesis, 
Yersinia enterocolitica y P .aeruginosa. De esta figura se de­
duce que las endotoxinas extraîdas de B .abortus, B.melitensis 
y Y.enterocolitica tienen una composiciôn similar. Las bandas 
amida I y amida II caracterîsticas del enlace peptldico de 
proteinas y N-acil'hexosaminas son mu y intens&s principalmente 
en los dos primeros casos. La banda C = O a 1730 cm  ^ estâ 
muy poco definida; sin embargo las bandas a 2930 cm y
2850 cm ^ caracterîsticas de las cadenas polimetilenicas estân
-1
muy definidas. Por otra parte aparece la banda a 840 cm 
caracter!stica de enlaces ^-glicosidicos. El espectro de
S .typhi corresponde practicamente al espectro de un polisaca- 
rido y las bandas del enlace peptldico son muy debiles. La 
banda a 97 5 cm ^ muy acusada en los 4 espectros anteriores po- 
drla ser atribuida a una vibraciôn "rocking" de grupos -C-CH^ 
terminales de azûcares.
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El espectro correspondiente al E .coli présenta* 
muy acusadas a 173 0 cm~^ (C = 0), y a 1230 cm”^ que pueden 
atribuirse a una mayor proporciôn de lîpidos.
Finalmente de la endotoxina objeto de este es­
tudio P.aeruginosa ya ha sido comentado y en la figura se 
ve que corresponde a un tipo de polisaca-rido con estructura 
diferente a los obtenidos de los otros 5 microorganismos.
La relaciôn proteînas/polisacaridos se aproxima a la del 
LPS de Y.enterocolitica.
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4.3. Espectroscopîa de resonancia magnética nuclear
Dado el interês creciente que la espectroscopîa 
de resonancia magnética de protones estâ adquiriendo en estu- 
dios moleculares de distinta aplicaciôn biolôgica, quisimos 
realizar algunos estudios previos que nos orientaran sobre 
las dificultades y posibilidades de aplicaciôn a nuestro pro- 
blema de estudiar la endotoxina de P. aeruginosa
Asî, obtuvimos los espectros del LPS aislado por 
el metodo de Westphal y purificado por columna. La Fig 
32 da idea de los resultados obtenidos, segûn que se utili- 
ce como liquido de disoluciôn agua pesada o dimetil sulfoxido, 
respectivamente.
En cuanto a la interpretaciôn de los espectros nos 
encontramos, en el primer caso (Fig. 3 2 a)^  con très bandas 
muy Claras; una primera situada a 1,8 ppm que muy posiblemente 
esté producida por protones de algunos nucleôsidos existentes 
como impurezas, otra a 6,65 ppm correspondiente a los protones 
de molêculas glucîdicas normales y otra a 8,8 ppm producida 
por los grupos -CH2 de las cadenas lipîdicas. Despuês, se 
observa un indicio de banda a 4,2 ppm que podîa corresponder 
a protones anoméricos de las molêculas glucîdicas, aunque esto 
es dudoso por existir otra sehal casi simetrica a los 6,65 ppm
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4 6
partes por millon
8 10
Fig. 32.- Espectros de resonancia magnética nuclear del lipopoli- 
sacârido de P. aeruginosa extraido por el método de West- 
phal en agua pesada (a) o dimetil sulfoxido (b)
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y una senal a 9,2 ppm -que se inicia cuando se aumenta la sen- 
sibilidad- que corresponde a los grupos metîlicos de los lîpi­
dos.
Estas mismas seriales se aprecian en los espectros 
realizados con dimetilsulfoxido y ademâs las dos bandas carac­
ter isticas de este disolvente, situadas a 7,25 - 7,3 ppm y que 
pueden servir de testigo^'y otras bandas^ que aparecen en las 
zonas de 4,4 a 4,7 y de 5,9 a 6,7 ppm respectivamente, que son 
simples artefactos producidos por el disolvente orgânico en 
medio acuoso.
4.4. Estudio de la reacciôn para la determinaciôn colori-
mëtrica del LPS.
Para ello seguimos el metodo de JANDA y WORK, 1971, 
pero antes quisimos comprobar las caracterîsticas del coloran­
te y con este propôsito obtuvimos el espectro del reactivo co- 
loreado frente a un blanco. En la figura 33 se puede ver que 
este colorante tiene un mâximo de absorciôn a 510 nm. A con­
tinuaciôn obtuvimos el espectro de los complejos LPS-colorante 
frente a un blanco con colorante. En este caso utilizamos como 
referenda polisacâridos de P. aeruginosa y DNA y RNA de B . 
subtilis, cuyos espectros aparecen en la figura 34; en ella se 
puede ver que los polisacâridos presentan un ûnico pico en la 
zona de los 610 nm, mientras que los âcidos nucleicos crudos 
presentan dos mâximos, uno a 620 y otro a 610 nm..
Por otra parte, en la fig. 35,se aprecian las dife­
rencias existentes en los espectros del LPS crudo (fenol-agua) 
de P. aeruginosa, LPS purificado por ultrafiltraciôn, y el
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LPS purificado por ultrafiltraciôn y columna (utilizamos 
aproximadamente lO^g/ml de LPS como concentraciôn final en 
el tubo de reacciôn). En estas muestras se puede ver que en 
todos ellos existen dos mâximos de absorciôn, uno a 47 2 nm 
y otro a 640 nm, apareciendonos una zona de absorciôn nega- 
tiva alrededor de los 510 nm.
En el caso del LPS crudo, amboë mâximos son de me­
nor intensidad que en las otras dos muestras, apareciendo 
-el de 640 nm- mas amplio y desplazado a 620 nm y presentan- 
do un hombro a 57 0 nm; seguramente, êsto se debe a la gran 
contaminaciôn con âcidos nucleicos, cuyos productos de reac­
ciôn tienen mâximos de absorciôn a 620 nm (DNA) y a 600 nm 
(RNA). El LPS purificado por ultrafiltraciôn y por cromato- 
grafîa en columna dâ un espectro muy parecido al purificado 
por ultrafiltraciôn unicamente.
En la figura 3 6 se establece una comparaciôn en 
los espectros obtenidos con el LPS (EDTA) de P. aeruginosa 
crudo y el purificado por cromatografîa en gel.
El mâximo a 640 nm en el crudo estâ desplazado ha- 
cia 62 0 nm, teniendo un hombro a 57 0 nm. En ambos casos los 
mâximos de absorciôn son menores que en el caso del LPS puri­
ficado.
En la figura 37 aparecen los espectros visibles 
de los complejos endotoxina-colorante formados con LPS de 
B.melitensis, y el de E.coli. Como puede verse, el corres­
pondiente al LPS de B.melitensis, présenta el mâximo a 47 0 nm, 
mientras que el de 64 0 nm es muy pequeho. El de E .coli présen­
ta los dos mâximos.
2b0
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Longitud de onda (nm)
Fig. 33.- Espectro visible del reactivo coloreado frente a un 
blanco sin colorante (dilucion 1/2)
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Fig. 34.- Espectros visibles de los complejos de colorante acidos
nucleicos de B. subtilis (a) , y tambiên de colorante pol_i 
sacâridos de P. aeruginosa (b), frente a un blanco con 
reactivo coloreado.
02
0,8
0.7
0,6
0,5
0.4
I  0 ,3  
o
CO
<
0,2
« t
4 5 0  500  550  6 0 0  6 5 0  7 0 0
Longitud de onda (nm)
Fig. 35.- Espectros visibles de los complejos formados por el colo­
rante con LPS crudo (fenol-agua, ), LPS purificado por
ultrafiltraciôn (--- ) y LPS purificado por ultrafiltraciôn
seguido de cromatografîa en Sepharosa 4b (----- ) frente a
un blanco con reactivo coloreado.
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Fig. 36.- Espectros visibles de los complejos coloreados Ce LPS
crudo (EDTA,  )y purificado por cromatografia en
Sepharosa 4B (----- ) frente a un blanco con colorante'
reactivo.
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Fig. 37.- Espectros visibles de los complejos coloreados de LPS
de B. melitensis (— — — ) y del LPS de E. coli (— • —  - ) 
frente a un blanco con el reactivo colorante.
y
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A continuaciôn determinamos la correspondencia 
entre la concentraciôn de endotoxina y la intensidad de la 
absorciôn, tanto a 64 0 nm como a 47 0 nm; lo estudiamos 
sobre LPS de P. aeruginosa (EDTA y fenol-agua) y estableci- 
mos las correspondientes curvas de calibraciôn (Fig. 38) .
Por ültimo, en la fig. 38 aparecen las curvas de 
calibraciôn a 47 2 nm para el lipopolisacarido^ de E. coli.
Este mêtodo colorimêtrico demostrô ser muy ûtil para la de- 
terminaciôn de LPS a concentraciones comprendidas entre 5 y 
30 en la mezcla de reacciôn.
5. Morfologla molecular del lipopolisac^rido
Esta fue estudiada mediante algunos ensayos fisico- 
-qulmicos de tipo hidrodinâmico y por observaciôn directa al 
microscopio electrônico.
5.1. Caracterîsticas hidrodinâmicas
Los perfiles de sedimentaciôn obtenidos con los LPS 
de B. melitensis y P. aeruginosa aparecen en la Fig. 40. Como 
puede verse, el perfil obtenido en el caso del LPS de B. meli­
tensis présenta un solo pico bastante simêtrico . mientras que 
en el caso de P. aeruginosa el pico no résulta tan simêtrico;
lo que parece indicar que existe una cierta hèterogeneidad. Los
coeficientes de sedimentaciôn extrapolados a partir de la zona 
lineal, a concentraciôn 0 y corregidos trente a agua a 20° G, 
resultaron ser de 65S y 19 S para los LPS de B.melitensis y P .ae­
ruginosa , respectivamente (Fig.41).Asimismo comprobamos que al 
aumentar la concentraciôn disminuîa el coeficiente de sedimen­
taciôn,debido, seguramente, a alguna interacciôn entre las mole'c'ulas
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Fig. 40.- Comportamiento en ultracentrifuga analîtica de los lipo 
polisacaridos de B. melitensis (a) y P. aeruginosa (b) 
a una concentraciôn de 8 mg/ml y 10 mg/ml respectivamente.
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Fig. 41.- Dependencia entre los coeficientes de sedimentaciôn
observados y la concentraciôn de los lipopolisacâridos
), LPS B. melitensis; (a— a ) , LPS P. aeruginosa
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que se sedimentan (VAN HOLDE, 1971). Sin embargo, para con­
centraciones inferiores a los 3 mg/ml -con LPS de Brucella- 
ocurre lo contrario, que al ir disminuyendo la concentraciôn 
disminuye tambiên el coeficiente de sedimentaciôn; êsto po- 
drîa indicar un proceso de disociaciôn producido a bajas con­
centraciones, en el que la forma agregada dâ lugar a monôme- 
ros que originan tan sôlo un pico con un coeficiente de se­
dimentaciôn dependiente de la proporciôn de monômeros y polî- 
meros. Cuando opérâmes con concentraciones mas elevadas se fa- 
voreciô la apariciôn de la forma agregada aumentando el coe­
ficiente de sedimentaciôn. Por tanto, aunque los perfiles die- 
ron unicamente un solo pico, • esto no nos parece un crite-
rio suficiente para afirmar la existencia de homogeneidad, por 
la ya comentada dependencia que existe con la concentraciôn.
Cuando hicimos una extrapolaciôn aproximada de la 
zona no lineal -a baja concentraciôn de Brucella- vimos 
que el valor obtenido { 0^ 20 S) era muy prôximo al del LPS 
de P. aeruginosa y ello parece indicar que los tamanos bâsi- 
cos de los LPS endotoxicos de Pseudomonas y Brucella serran 
los mismos, existiendo unicamente diferencias en los niveles 
de agregaciôn.
5.2. Estudio del LPS al microscopîo electrônico |
Segun se puede comprobar en las Fig.4 2 y 43 ' -median- j
te tinciôn positiva- los LPS de B. melitensis y P. aeruginosa 
aparecen como unas estructuras filamentosas con algunas rami- ;
ficaciones, unas largas y otras muy cortas con aspecto ■ globu- j
lar; la proporciôn de estas ûltimas estructuras es mayor en
271
m m m
m m
m m
#;
w #
# %%.#Æ
w m m
Fig. 42.- Electron-microfotografla del lipopolisacarido de
B. melitensis con tinciôn de acetato de uranilo.  ^
El trazo indicador représenta una longitud de 1000 A
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Fig. 43.- Electron-microfotografia del lipopolisacarido de
P. aeruginosa con tinciôn de acetato de uranilo. EL 
trazo indicador représenta 1000 A.
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el caso del LPS de P. aeruginosa. En algunas ocasiones, las 
formas acintadas presentan una regiôn delimitada por dos Ti­
neas externas^ paralelas^ mas densas.
Las muestras, previamente calentadas a 100° C duran­
te 60 minutos,np muestran diferencias apreciables en el tamano. 
de partîcula cuando se compara con la no calentada (Fig. 44). 
Los filamentos aparecen con un diametro de unos 110 + 20 A
« y
de ancho por 83 0 A de largo; los que son mas cortos, con una 
apariencia globular o vesicular, miden unos 160 de diametro.
En las figuras 45, 46,47,48 aparecen los LPS obte­
nidos a partir de B. melitensis y de P . aeruginosa despuês de 
practicar una tinciôn negativa. En este caso, la anchura de 
los filamentos es casi el doble que la observada cuando emplea- 
mos la tinciôn positiva. Apareciô un nucleo central (sin tenir) 
a lo largo de todo el LPS, entre dos ifneas paralelas. Existe 
tambiên otra zona sin tenir -a ambos lados de estas lineas- 
que tiene bordes mas irregulares, siendo las dimensiones de la 
parte central de unos 80 A y la de la que aparece a ambos la-
O b
dos de unos 90 A , con un ancho total de 250 ± 20 A
6. Propiedades biolôgicas
6.1. Pirogenicidad
Segun indicamos en el apartado de Mêtodos, estos en-
. î ‘ "
sayos fueron de dos tipos: el clâsico de inyecciôn intravenosa 
a conejo y la "Prueba de Pyrogent"; con esta ultima intentâmes 
una adaptaciôn de caracter cuantitativo y para ello utilizamos 
varias series de concentraciones decrecientes de las distintas 
muestras sobre soluciôn salina a 7. El cuadro VIII dâ idea 
de los resultados obtenidos con cuatro endotoxinas distintas
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Fig. 44.- Electron-microfotografia del lipopolisacârido de 
P. aeruginosa calentado a 100° C durante 1 hora .
Fig. 45.- Electron-microfotografla del LPS de B. melitensis 
con tinciôn negativa.
■ -I:
m
Fig. 46.- Electron-microfotografîa del LPS de B. melitensis con 
tinciôn negativa.
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Fig. 47.- Electron-microfotografîa del LPS de P. aeruginosa 
con tinciôn negativa.
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Fig. 48.- Electron-microfotografia del LPS de P. aeruginosa 
con tinciôn negativa.
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y dos polisacaridos utilizados como comparaciôn.
Como puede comprobarse,los très LPS ensayados dieron 
identico comportamiento que el control Pyrogent-positivo, mien­
tras que el LPS de P. aeruginosa (extraido con EDTA) tuvo un 
comportamiento algo diferente; los valores debilmente positi- 
vos (+) observados con el polisacarido de Pseudomonas quizâ 
se deban a impurezas de endotoxina.
Por esta razôn ensayamos comparâtivamente/ mediante 
inyecciôn intravenosa en conejo, las très muestras procedentes 
de P. aeruginosa (LPS^ fenol-agua) ,LPS (EDTA) y polisacaridos) 
para comprobar las variaciones de pirogenicidad por el mêtodo 
clâsico. Utilizamos dos animales en cada caso, inyectando vo- 
lumenes de 1 ml/Kg de peso y cuya dosis pirogênica equivalîa 
a 0,1 mg/Kg de peso disueltos en soluciôn salina tamponada 
exenta de pirogenos; las oscilaciones de temperatura se ano- 
taron segün se indica en el cuadro IX. ,
Con el PS se obtuvieron algunas elevaciones de tem­
peratura en los primeros 90 minutos, équivalentes a 0,25 uni- 
dades pirogênicas aproximadamente. La Fig. 4 9 nos dâ una clara 
idea de las variaciones médias de temperatura en funciôn del 
tiempo
6.2. Toxicidad
El grado de toxicidad de las distintas muestras fue 
determinado mediante el ensayo de letalidad en ratôn. En el 
Cuadro X aparecen los valores de la DL50 obtenidos con las
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CUADRO X Valores de DLgq encontrados para las distinta^
muestras endotoxicas estudiadas.
Endotoxina DLgg DLgg
y-ug/ratôn (*) mg/Kg
P.aeruginosa
(fenol-agua) 410 20,5
P.aeruginosa
(EDTA) 340 17
B.melitensis 360 18
Y .enterocolitica 300 15
B. abortus 350 17,5
E. coli 300 15
#
Los animales pertenecian a lotes de la misma edad y su peso era 
de 20 + 1 gr.
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distintas endotoxinas y como puede comprobarse,los resultados 
obtenidos fueron muy similares en todos los casos.
7. Actividades Inmunobiologicas
7.1. Mitogénesis
Como puede verse en el capitule de Mêtodos esta
actividad biolôgica se ensayô midiendo el grado de estimu-
laciôn en la incorporaciôn de timidina.
En la Fig. 50 aparecen los resultados que se obtienen 
al incubar cêlulas de bazo de ratôn con distintas dôsis de 
LPS de B. melitensis y P. aeruginosa. îCn estas experiencias el 
LPS procedente de P. aeruginosa produjo unos niveles de estimu- 
laciôn, en la incorporaciôn de ^H-Timidina, que resultaron algo 
mayores que los obtenidos con el LPS do B. rtielitensis. La con­
centraciôn ôptima para el LPS de P. aeruginosa fue de 10 g/ml
y de 100 yAg/ml para el de B.melitensis
Por otra parte, en la Fig. 51 se representan los re­
sultados obtenidos al utilizar -Con propôsitos comparativos- 
otros mitôgenos taies como el sulfato de dextrano (para linfo- 
citos B), la concanavalina A y la fitohemaglutinina (linfoci- 
tos T ) .
Las dosis de mâxima estimulaciôn se consiguieron con 
50, 5 y 10^^ g/ml, para dextrano, concanavalina A y fitohemaglu- 
tinina^ respectivamente.
A continuaciôn, realizamos una cinetica de incorpora­
ciôn de ^H-Timidina en cêlulas de bazo que eran activadas con
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una concentraciôn ôptima de mitôgeno calculada previamente.
Asî, en la Fig. 52 se puede observer que la mâxima estimula­
ciôn ocurre al segundo dîa de cultivo, cuando se trata del 
LPS de P. aeruginosa o del de B. melitensis, mientras que con 
la concanavalina A, este mâximo fue alcanzado el tercer dîa 
de cultivo en idênticas condiciones.
7.2. Capacidad hipersensibilizante
Esta propiedad fue ensayada en ratones, mediante 
la prueba del shock anafilâctico producido por inyecciôn in­
travenosa de 10 g de endotoxina en animales previamente 
hipersensibilizados por una dosis intradérmica del mismo ma­
terial, administrado una semana antes. En estas condiciones 
se ha podido comprobar que el LPS de P. aeruginosa, a diferen- 
cia del de B. melitensis, no posee esta capacidad hipersensi­
bilizante .
7.3. Inmunogênesis
La respuesta humoral primaria frente al LPS de P . ae- 
ruginosa, administrado en dôsis unica intraperitoneal ha sido 
estudiado en ratones machos suizos de la raza Ham/ICR. En el 
cuadro XI aparece el efecto que, la dôsis administrada, tiene 
sobre la respuesta de anticuerpos humorales, segün fue corapro- 
bado por ensayos de inmunoprecipitaciôn de Ouchterlony. Se de­
mostrô que las dosis de antîgeno muy altas, asî como las muy 
bajas, dan lugar a una respuesta humoral mas dêbil o en algunos 
casos retrasada. Con la dôsis de 50 y ^ g  por ratôn, no se obtu­
vieron niveles de inmunizaciôn détectables para este tipo de 
ensayo.
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Dado que los datos obtenidos con dosis de 30^/t g 
nos parecieron las mâs interesantes, realizamos un estudio 
mâs completo de la dinâmica de producciôn de anticuerpos hu­
morales en dichas condiciones. Asî, en la Fig. 53 aparecen 
los resultados obtenidos en el ensayo de inmunoprecipitaciôn 
de Ouchterlony.
Como puede verse, la respuesta en anticuerpos humo­
rales presentaba dos mâximos: uno que aparece hacia el se'ptimo 
dia despuês de la inyecciôn de antîgeno y otro alrededor del 
dla 12.
Los LPS de P. aeruginosa se analizaron por inmunoelec- 
troforesis e inmunodifusiôn frente a sueros de conejos inmuni- 
zados. En la Fig. 54 aparece un diagrama de la linea de preci- 
pitaciôn que se produce cerca del pocillo con antîgeno por in- 
munoelectroforesis y una fotografîa de una inmunoprecipitaciôn 
de Ouchterlony.
Dado que los tîtulos sêricos alcanzados por este mé- 
todo de inmunoprecipitaciôn eran muy bajos quisimos estudiar 
el fenômeno mediante el empleo de t^cnicas mas sensibles y para 
ello acudimos a ensayos de hemaglutinaciôn pasiva y a otra to- 
davla mas sensible aûn, como es la de inrounohemolîsis de eritro- 
citos sensibilizados con el LPS especîfico y marcados con
SlcrO^Nag .
Antes de ello, en este ûltimo caso, hubimos de fijar 
las condiciones normales de ensayo para nuestras posibilidades 
y para ello ensayamos las variaciones condicionadas por el tipo 
de hématies (ratôn o carnero), el grado de incorporaciôn dei
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Suero anti LPS
3
Fig. 54.- Diagrama de las lineas de precipitaciôn producidas en la 
inmuno-electroforesis del LPS de P. aeruginosa con el 
antisuero (A) y una plaça de inmunoprecipitaciôn de este 
LPS frente a su antisuero especîfico.
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Fig. 55.- Marcado de hematies de ratôn con actividades crecientes 
de 51cr.
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Fig. 56.- Efecto de la concentraciôn de hematies de ratôn en 
el ensayo de inmunohemolisis.
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Fig. 57.- Influencia de la inactivaciôn del suero problema.
296
^^CrO^Na2 a los hematies, el origen de complemento (cobaya o 
conejo) y su dosis, la concentraciôn de eritrocitos y la 
inactivaciôn del suero problema.
Las Figs. 55, 56, y 57 * y el cuadro XII dan idea 
de estos ensayos previos mediante los cuales pudimos estable- 
cer que las condiciones idôneas eran en el caso de utilizar 
hematies de ratôn; una concentraciôn de hematies de 8 x 10^, 
complemento de conejo a 1/10 y los antisueros inactivados a 
56° C durante 10 minutes. En el caso de utilizar hematies de 
carnero la concentraciôn optima de hematies .1 x 10^, y com­
plemento de cobaya al 1/20 . El ensayo esta explicado con de- 
talle en el apartado de Material y Mêtodos.
Para la têcnica de hemaglutinaciôn pasiva acudimos 
al metodo explicado en material y metodos aplicandola sobre 
volumenes de 0,150 ml en plaças de material acrilico.
Una vez realizados los ensayos previos y establecidos 
las condiciones especîficas de trabajo determinamos los anticuer­
pos humorales anti-LPS en ratôn, en funciôn del tiempo. En la 
Fig. 58 aparecen las variaciones en los niveles de anticuerpos 
humorales cuando se utiliza para su detecciôn el ensayo de he­
maglutinaciôn pasiva o el de immunohemolisis de eritrocitos(SRBC) 
recubiertos con LPS marcados con ^^Cr O^Nag. Como puede verse, 
si se compara con los resultados de la Fig. 53 , en estos dos 
ensayos (sobre todo en el ûltimo) se consigne una mayor sensi- 
bilidad para estudiar la dinâmica de la inmunogehesis de LPS.
Los sueros del primer pico de la respuesta son sensibles a la 
reducciôn de puentes disulfuro por J9 -Mercaptoetanol (anticuer­
pos IgM) como se puede observer en la F i g . 59 mientras que los
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del segundo pico de la respuesta no resultan alterados por 
-Mercaptoetanol (Immunoglobulinas 7 S ) .
Por otra parte^ tambiên quisimos realizar la deter- 
minaciôn de anticuerpos celulares frente a LPS y para ello 
acudimos al ensayo de JERNE para determinar las células for- 
madoras de anticuerpos mediante recuento de plaças hemolîticas 
directas con eritrocitos sensibilizados con LPS. Asî comproba- 
mos la apariciôn de un mâximo de células formadoras de anticuer­
pos (IgM) alrededor del dîa 6 despuês de la inyecciôn de antî­
geno. (Fig. 60).
Tambiên en la Fig. 61 aparecen las plaças de hemolif- 
sis tal como se pueden ver, directamente (Fig. 61 a) o al mi- 
croscopio optico (Fig. 61 b).
La inmunizaciôn de conejos frente a LPS se realizô 
segün se indica en material y mêtodos, obteniendose tîtulos 
de 5.120 para el LPS de B. melitensis y 2560 para el de 
P. aeruginosa. En ambos casos los anticuerpos son sensibles a 
la reducciôn con p  -Mercaptoetanol disminuyendo el tîtulo 
-despuês de este tratamiento- hasta valores de 10. Ello 
nos permite suponer que, en estos casos, los anticuerpos pro- 
ducidos deben pertenecer al tipo de inmunoglobulinas M. Los 
eritrocitos utilizados para la hemaglutinaciôn pasiva se recu- 
brieron con LPS de B. melitensis y P . aeruginosa segün se expli- 
ca en material y mêtodos. En el caso de B. melitensis el LPS 
se tratô previamente con NaOH 0.25 N a 56° C durante una hora 
seguido de neutralizaciôn con CIH de acuerdo con el procedimien- 
to de NETER (1956).
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/
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Fig. 58. Dinamica de la inmunorespuesta humoral frente a lipopo- 
lisacarido de P. aeruginosa en ratôn, detectada por el 
ensayo de hemaglutinaciôn pasiva e inmunohemolisis.
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Fig, 59.- Tratamiento con P-mercaptoetanol de los sueros anti-LPS 
de ratôn.
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7,4. Variaciones de la actividad fagocitaria
En esta ocasiôn hemos ensayado la influencia de 
la acciôn endotôxica sobre la actividad fagocitaria de macrô- 
fagos peritoneales de ratôn. Para ello hemos establecido dos 
tipos de experiencias; a) "in vitro", segün se indica en el 
apartado de Material y Mêtodos; y b) "in vivo" para la que, 
en esencia, seguimos la misma metodologîa en el recuento de 
las bacterias fagocitadas por los macrôfagos peritoneales 
pero realizando la reacciôn intraperitonealmente en lugar de 
practicarla en los tubos de cultivo.
Las pruebas "in vitro" dieron los resultados que 
se indican en la Fig. 62 para 3 horas de observaciôn y ana- 
diendo 100 yf&g/ml de endotoxina a los cultives celulares 
30' antes de que se iniciara la reacciôn.
En cuanto a las variaciones de respuesta fagocita­
ria "in vivo", el cuadroXIIIdâ una clara idea de los resulta­
dos, pudiêndose comprobar el comportamiento de los distintos 
LPS en relaciôn con la reacciôn linfocitaria. y con el indice 
fagocitario frente a una infecciôn estafilococica en ratôn.
Como se puede ver se utilizaron dos lotes de animales, uno 
normal y otro que habia sido vacunado 10 cdîas despuês del tra­
tamiento inmunosupresor.
La vacunaciôn se llevô a cabo con una vacuna anti- 
-estafilocôcica normalizada^preparada en el laboratorio (sus- 
pensiôn formolada en soluciôn salina de 10^ bacterias/ml muer- 
tas por calor). Las dôsis vacunantes fueron de 0,1 a 0,5 ml, 
inyectadas intravenosamente 2 veces por semana (durante 21 dias).
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Fig. 62.- Variaciones de la actividad fagocitaria "in vitro" de
macrofagos peritoneales de ratôn, en presencia de 100/^g/ml 
de LPS,obtenidos a partir de P. aeruginosa (PS), E. coli 
(EC) y B. abortus (BA). Se comparan con los valores
normales obtenidos en ausencia de estas molêculas endotô- 
xicas (N).
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Los tratamientos inmunosupresores -a los 10 dias 
antes de la vacunaciôn-, se realizaron inyectando suspen-
siones (2mg/ml) de endotoxina en soluciôn salina por via intra* 
peritoneal a la dosis de 0,5 ml y 60 minutes antes de inyectar 
la suspensiôn bacteriana de ensayo ( 3 x 10 estafilococos
en 0.1 ml). Cuarenta y cinco minutes mas tarde se extraian las 
células peritoneales, se contaban los leucocitos en hematime- 
tro de Thomas y se determinaba el indice' fagocitario sobre 
frotis tehidos por el mêtodo de WRIGHT
7.5. Capacidad inmunosupresora
Esta actividad, que como se puede ver en el estudio
bibliografico, es variable cuali y cuantitativamente, se midiô
utilizando un sistema inmunolôgico enzima-anti-enzima de gran
sensibilidad ya citado en el apartado de mêtodos. En nuestras
condiciones, en primer lugar, contrôlâmes la actividad litica
-9de una soluciôn de lisozima(10 M) sobre suspensiones deliofi 
lizados de M. lysodeikticus y despuês, se midieron las varia­
ciones de inhibiciôn de esta actividad enzimatica, producida 
cuando la lisozima se preincubaba con suero anti-lisozima. 
Sobre este sistema, se ensayaron distintos sueros de animales 
que habian estado sometidos a tratamientos inmunitarios espe- 
cîficos anti-lisozima^ con o sin endotoxina. Estas actividades, 
sobre la respuesta inmunitaria, fueron medidas en funciôn de 
las variaciones de absorciôn que se producen à 450 nm, al cabo 
de 12-15 minutes. Los resultados se indican claramente en la 
Fig. 63.
07
100
o
ü
i= 80
Q)
ü
E
"Oo
*>
ü
<
55
60
40
20
0
TSS TSN
I
PAL/2 PAL/8
0
2
Ë
20 C
oin
40 o
c*o60 '<0
E(0
80 c2
H
ALPS/2 ALPS/8
->100
E X P E R I E N C I A S
Fig. 63.- Actividad inmunodepresora de los tratamientosendotoxicos 
sobre un sistema de ensayo lisozima/antilisozima, medida 
en % de inhibiciôn de la actividad bacteriolitica especî- 
fica sobre M. lysodeikticus.
Simbolos: TSS - no se utilizô suero; TSN - con suero de 
conejo normal; PAL - con antisuero anti-lisozima de ani­
males no inmunosuprimidos; ALPS - con antisuero antilisozima 
de animales inmunosuprimidos con endotoxina.
El ensayo consistiô en: 0,25 ml de una soluciôn 10 M de 
enzima en tampon fosfato 0.2 M pH 6,2;se mezcla con el mis- 
mo volumen de diluciones de suero diferentes y se incuba a 
temperatura ambiente,durante 3 0 minutes,antes de medir la 
actividad de la lisozima. La lisis del sustrato (2,5 ml de 
soluciôn con 0,3 mg/ml, se controlaba por variaciones de 
absorciôn producidas a 450 nm.
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Como puede verse, con el suero especîfico anti-liso­
zima se producen inhibiciones en la actividad lîtica que varian 
del 74 al 36% segün la diluciôn del antisuero empleado, mien­
tras que este efecto inhibidor no aparece cuando se utiliza 
suero de animales en los que no se produjeron anticuerpos an­
tilisozima por el tratamiento previo con el LPS endotoxico.
Las pautas de los tratamientos estan explicadas en 
el apartado de Material y Metodos.
7.6. Transmisiôn de la capacidad inmunogenica
Debido a que entre las distintas actividades biolô- 
gicas de las endotoxinas se citan acciones inmunogênicas, mi- 
togênicas e inmunosupresoras, que pueden tener efectos résul­
tantes totalmente contradictories hemos considerado de interés 
medir esta résultante -en endotoxinas de P. aeruginosa- a 
travês de las posibilidades de transmisiôn de la capacidad 
inmunogénica.
El sistema biolôgico de ensayo lo establecimos a 
base de inmunizar ratones con LPS de Pseudomonas y, una vez 
conocida la inmuno-respuesta primaria, extraer bazos de ani­
males inmunizados de los que obtuvimos unos extractos de RNA 
inmunogënico;inyectando, a ratones normales, dosis adecuadas 
de. este material, conseguimos transmitir una informaciôn inmu­
nitaria de la que resultaron respuestas -en los animales no 
inmunizados- que eran semejantes a las obtenidas en los ani­
males previamente tratados con LPS de P. aeruginosa.
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Los resultados obtenidos en este sistema biolôgico 
de ensayo se irân exponiendo a continuaciôn de acuerdo con 
las distintas fases establecidas en su realizaciôn.
r
7.6.1. Obtenciôn de crudos de RNA
Para la obtenciôn de este material se recurriô a 
extirpar bazos en ratones normales (control) y en otros 
lotes de animales que habian sido inmunizados previamente con 
LPS. Despuês de sucesivos ensayos previos se utilizaron anima­
les sometidos a una inmunizaciôn primaria con 3 0 g de LPS. 
Los bazos se extirparon a diferentes intervalos de tiempo des­
puês de la inmunizaciôn y precisamente en los dias tercero, 
sexto y noveno de la inmunorespuesta primaria.
A partir de este material, se aislô y purificô el 
RNA por el mêtodo previamente indicado en el capitule de 
Têcnicas y en la Fig. 64 aparece el espectro ultravioleta 
caracteristico de estas preparaciones de RNA inmunogênico, 
que presentan un mâximo a 254 nm.
Por otra parte, en la Fig. 65, se representan los 
perfiles obtenidos por centrifugaciôn en gradiente de sacaro- 
sa de estas preparaciones de RNA de bazo.
7.6.2. Sintesis de anticuerpos "in vivo" inducida
por extractos de RNA procedentes de animales 
inmunizados frente a LPS.
Como hemos indicado anteriormente, para estos ensayos
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Fig. 64.- Espectro ultravioleta caracteristico de una preparaciôn 
de RNA inmunogênico.
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se utilizaron los RNA obtenidos en los dias tercero, sexto y 
noveno despuês de la inmunizaciôn, inyectando intraperitoneal­
mente do^sis de 75, 100 y 2 0 0 g por ratôn.
En la Fig. 66 se pueden ver las respuestas obtenidas 
con 75 de RNA/ratôn del noveno dîa (inmunidad transmitida),
comparandoia con la respuesta frente a 3 0 g de antîgeno 
(inmuno-respuesta normal).
Asî podemos ver que la cinêtica de la respuesta es 
similar a la obtenida con el antîgeno unicamente, aunque la 
magnitud de esta respuesta sea algo mas dêbil.
Como es lôgico en este tipo de protocoles expérimen­
tales, tambiên establecimos series de control mediante inyec­
ciôn de RNA procedente de animales no inmunizados y de anima­
les inyectados con 5 0 g de LPS (no daban respuesta humoral 
detectable) y contrôlâmes la especificidad de la respuesta 
inmunolôgica^. observando que no aparecian anticuerpos frente 
a otras molêculas endotoxicas ni a polisacâridos de otras 
bacterias Gram-negativas (Brucella y E. coli) . Begun pudimos 
comprobar las preparaciones de RNA obtenidas por nosotros no 
contenian cantidades de antîgeno que fueran détectables por 
inmunoprecipitaciôn.
7.7. Producciôn de interferôn ine.epecîfico en presencia
de LPS.
Dado que la producciôn de interferôn puede constituir 
un util sistema biolôgico para ensayo de endotoxinas en inte- 
racciones virus-huesped, hemos establecido una serie de expe-
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riencias en las que se mide la capacidad de los LPS como induc- 
tores inespecîficos de interferon y se compara con el interfe­
ron obtenido en una infecciôn viral, tanto en sus niveles de 
producciôn como en sus posibilidades de inhibiciôn por distin­
tos antibiôticos.
En la Fig. 67 se observan los rendimientos de inter­
feron obtenidos con el virus de Newcastle (NDV) , y los LPS de 
P. aeruginosa y B. melitensis como inductores. Se ha comproba- 
do que los niveles mâximos de interferôn se producen con el 
virus NDV y estos son superiores cuando el virus se inyecta 
por via intravenosa en lugar de por via intramuscular. En esta 
misma experiencia encontramos que los valores mas bajos se con- 
seguian con los LPS de B. melitënsis.
En todos los casos, los mâximos aparecen en interva­
los comprendidos entre las 4 y 6 horas despuês de la inocula- 
ciôn de cada inductor.
Por otra parte, tambiên hemo.j estudiado los efectos 
que^antibioticos taies como Rifamicina, Rifampicina y Cromomi- 
cina Ag/podian tener sobre la producciôn de estos tipos de in- 
terferones. Asi hemos observado que la mâxima inhibiciôn de 
esta inducciôn se produce cuando se ad inistran estos antibiô­
ticos de 4 a 2 horas antes de que se iiyecte el inductor. La 
rifamicina S.V. es la molêcula que pro ujo la acciôn mas inhi- 
bidora, incluse cuando se administrô 4 horas despuês que los 
inductores de interferôn. Cuando compa aimos, segün nuestros re­
sultados, la producciôn de los distint ;s interferones en pre­
sencia de rifamicina la inducciôn de i rcerferôn por el NDV se 
déprimé mâs que los interferones induc dos por endotoxinas y
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Fig. 67.- Variaciones en la producciôn de interferon -inducidos 
por NDV, L]PS de P. aeruginosa, o de B. melitensis- de- 
terminadas en muestras de suero de polio recogidas a 
distintos tiempos. ?2ZZ1 NDV i.m.; NDV, i.v.; C33 LPS 
P. aeruginosa; LPS B .melitensis .
3iG
de estes ûltimos el interferôn inducido por B . melitensis 
es el que resultô mas sensible a la inhibiciôn.
7.8. Efecto de LPS bacterianos sobre el crecimiento del 
mastocitoma P815 y "in vitro".
En les ensayos de este tipo de actividad endotôxi- 
ca, encontramos les resultados que aparecen en la Fig. 68.
Como puede comprobarse, les LPS estudiados no produjeron nin- 
gûn efecto inhibitorio sobre el crecimiento de este tipo de 
tumor "in vitro". Ello no quiere decir que quizâ no hubiera- 
mos encontrado algunos efectos positivos si hubieramos rea- 
lizado pruebas "in vivo", pero la dificultad de conseguir esta 
raza de ratones en numéro suficiente nos obligô a no continuar 
la experiencia.
7.9. Efecto de la indometacina sobre la respuesta inmune 
trente a lipopolisacarido de P. aeruginosa.
Finalmente, como otra posibilidad a estudiar en estas 
investigaciones inmunobiolôgicas sobre endotoxinas, hemos queri- 
do comprobar las variaciones de respuesta antigênica trente a 
LPS cuando intervienen antiinflamatorios no esteroides con acti­
vidad inmunosupresora. Para ello hemos recurrido a estudiar la 
dinâmica de una inmuno-respuesta primaria anti-LPS de Pseudomonas 
en animales sometidos a tratamiento încometacînico.
Asî pudimos comprobar que el tratamiento con indometa­
cina (4 mg/Kg/dia), très dias antes y simultaneamente con la in- 
yecciôn de LPS, produce una disminuciôn en el tîtulo de anticuer- 
pos humorales. En el cuadro XIV aparecen los resultados obtenidos
En la Fig. 69 se muestra el efecto de este antiinfla- 
matorio sobre la respuesta primaria trente a SRBC con raton
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Fig. 69 - Efecto de la Indometacina sobre la respuesta inmune primaria 
en ratôn trente a eritrocitos de carnero.
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IV. CONSIDERACIONES SOBRE 
LOS RESULTADOS
En este capîtulo -a la vista de los antecedentes que 
previamente se citan- se comentan y discuten los resulta­
dos obtenidos agrupândolos en apartados que se refieren a 
las distintas partes de este estudio inmunobiolôgico:
1) En relaciôn con la obtenciôn y purificacidn de en­
dotoxinas .
Dado la complejidad de las moléculas endotôxicas es 16 
gico admitir que los estudios sobre interacciôn huesped-parâ 
sito, con interveneiôn de LPS, presenten gran nûmero de dif^ 
.cultades y especialmente en aquellos trabajos en que se utili 
cen endotoxinas marcadas. De aqul, el interés de recomendar 
una normativa o mêtodos de fâcil control que permitan conse­
guir preparaciones de referencia normalizada.
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De los procedimientos utilizados para la obtenciôn del 
lipopolisacârido de P. aeruginosa, la extracciôn por fenol- 
agua (con rendimiento del 6,7% en peso seco de bacterias) ô 
por EDTA, a partir de paredes celulares (rendimiento de un 
1,7 %), el primero de ellos (WESTPHAL y JANN, 1965) es el que 
produjo mejores resultados; resultô ser el mâs sencillo, ra 
pido y de mejor rendimiento. Es el mêtodo mas comûnmente ut^ 
lizado para la extracciôn de lipopolisacâridos de bacterias 
gram-negativas de variedad lisas. Un inconveniente de este 
mêtodo es la gran contaminaciôn con âcidos nucleicos que apa 
rece en estas preparaciones crudas (aproximadamente el 50-60%).
Sin embargo, el mêtodo de extracciôn con EDTA, aunque nos 
diô rendimientos mas bajos, presentô una menor contaminaciôn. 
Los rendimientos que obtuvimos con el procedimiento de fenol- 
agua son similares a los conseguidos por diversos autores con 
otros lipopolisacâridos de bacterias gram-negativas (WESTPHAL 
y JANN, 1.965; ADAMS, 1.972). Con los lipopolisacâridos de 
S . typhi y E. coli, los rendimientos de LPS crudo (7,2% y 8% 
respectivamente) fueron ligeramente mas elevados que los conse 
guidos para P. aeruginosa, presentando también una contamina­
ciôn muy alta de âcidos nucleicos. En las extracciones de 
lipopolisacâridos de B. melitensis, B . abortus y Y. enterocoli 
tica empleamos tambiên el mêtodo de WESTPHAL y JANN (19 65), 
pero utilizamos la fase fenôlica en lugar de la acuosa, debido 
a que obtuvimos (en esta fracciôn) un< s rendimientos mayores 
de lipopolisacâridos biolôgicamente activos para estas bacte­
rias; lo mismo que otros autores para los LPS de Citrobacter 
freundii ( RAFF y WHEAT, 1968), Xantbc monas campestris (HICKMAN 
y ASHWELL, 1966), B. abortus, B. me11 :ensis, y B. suis 
(LEONG y cols 1970), Rhodopseudomonas oalustris (WECKESSER 
y cols, 1973), Vibrio marinus (DENEKE y COLWELL, 1973) y 
Anabaena variabilis (WECKESSER y cols, 1974) HURVELL (1973)
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encuentra que los rendimientos en peso seco de los lipopoli 
sacâridos de B . abortus, en la fase fenôlica, son 3 veces 
mayores que los obtenidos en la fase acuosa;sin embargo, en 
el caso de Y. enterocolitica tipo IX, el rendimiento es ma 
yor en la fase acuosa, aunque la preparaciôn inmunobiolôgi_ 
camente activa es la correspondiente a la fase fenôlica. Los 
rendimientos de lipopolisacârido expresados en % del peso se 
co de bacterias son 2,63, 2,8 y 0,5 para los lipopolisacâri­
dos de B. melitensis, B. abortus y Y. enterocolitica, respec 
tivamente.
En cuanto a la purificaciôn del LPS, procedente de 
P. aeruginosa, se han utilizado très mêtodos: sedimentaciôn 
en ultracentrîfuga, ultrafiltraciôn y cromatografia en 
Sepharosa 4B y 2B. En los très casos, el lipopolisacârido 
crudo fué tratado previamente con nucleasas. Los rendimien 
tos de LPS purificado, obtenidos por ultrafiltraciôn y cro­
matograf ia en gel, son muy similares (2,9% y 2,5% respectiva 
mente); sin embargo, por sedimentaciôn, obtuvimos la tercera 
parte de peso seco del LPS obtenido por otros mêtodos ( 1% ); 
siendo, en este caso, el rendimiento de un valor aproximado 
al que obtuvimos para el lipopolisacârido de E. coli O U I :  B 4 , 
aunque nuestros rendimientos son algo menores. Tambiên 
FENSOM y GRAY (1969) obtienen para el LPS de P. aeruginosa 
N.C.T.C. 1999, purificado por sedimentaciôn, un rendimiento 
de 1% del peso seco de bacterias; similar al que obtenemos 
nosotros, pero menor que el que obtienen WESTPHAL y JANN 
(1965) de otras enterobacteraceas (1,5 - 2,5%). SAMUELSSON 
y cols (1974) obtienen rendimientos de 0.5 - 1% con el lipq 
polisacârido de Y. pseudotuberculosis extraido de la fase 
acuosa y purificado por sedimentaciôn, mientras que HARTLEY
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y cols (1979) obtienen, para el LPS de y. pestis, un 1,9% 
de rendimiento al purificarlo por sedimentaciôn, precedida 
por tratamiento enzimâtico.
Con los lipopolisacâridos de E. coli obtuvimos un 
rendimiento de material purificado équivalente al 2,1, 4,3 
y 4% y para el de S . typhi de 1,8, 3,2 y 2,7%, segûn que uti 
lizaramos para purificar la muestra, la técnica de sedimen­
taciôn, ultrafiltraciôn ô cromatografia en gel.
Para los lipopolisacâridos de B. melitensis, B. abortus 
y Y. enterocolitica, purificados por precipitaciôn selectiva 
con acetato sôdico -metanol seguida de cromatografia en gel 
de Sepharosa 4B obtuvimos rendimientos similares a los conse 
guidos por LEONG y COLS 1970 y por HURvELL(1973), con estos 
mismos lipopolisacâridos, en otras cepas bacterianas.
De todos los mêtodos empleados por nosotros, para puri­
ficar los lipopolisicâridos objeto de este estudio, el que 
ha conseguido un mayor grado de pureza en las muestras obte 
nidas, ha sido la combinaciôn de ultrafiltraciôn con croma­
tograf ia en gel de Sepharosa 2B, ya que los lipopolisacâridos 
purificados por sedimentaciôn presentaron un segundo pico, 
observable por cromatografia en gel.
Como es sabido, las endotoxinas bacterianas son biolo 
gicamente activas a concentraciones muy bajas y en ocasio- 
nes, para conseguir una exacta determinaciôn cuantitativa 
-en investigaciones moleculares- résulta obligado recurrir 
al empleo de moléculas marcadas con radioisotopos.
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De los distintos mêtodos descritos para el marca 
do de moléculas endotôxicas, el del - fosfato - 
preconizado por ROWLEY y cols (1956)- no lo hemos ensa 
yado por requérir grandes cantidades de isotopo y obli- 
garnos a estar manejando, durante todo el proceso de e£ 
tracciôn y purificaciôn, materiales muy radioactives 
de los que, por otra parte, tan solo se incorpora a la 
endotpxina una minima proporciôn. El empleo de I,
recomendado por SELIGMAN y cols (1948) y por BARNES y 
cols (1952), tan solo puede ser utilizado con êxito en 
endotoxinas parcialmente purificadas; segûn NOWOTNY (1971) 
este marcado se efectua por la existencia de tirosina, en 
las totalmente crudas, y por los contaminantes proteicos 
o polipeptidicos en las que estân algo mas purificadas. 
Asî, KECK (1973) marca el lipopolisacârido de S. anatum 
con I -yoduro potâsico, para lo cual prépara primero
un tiram.il derivado del LPS, introduciendo seguidamente el
12 J* 3I; este autor sugiere la posibilidad de utilizar H-
borohidruro en uno de los primeros pasos del proceso para
marcarlos con ^H, pero en nuestra opiniôn no se consiguen
tan buenos resultados y el mêtodo résulta mas complicado.
Recientemente, TOMASULO y cols (1975) han marcado 
una preparaciôn comercial de endotoxina de E. coli B026:
B6 - obtenida por el mêtodo de BOIVIN- utilizando très me 
todos diferentes : reducciôn con ^H-borohidruro sôdico 
de la endotoxina nativa, reducciôn con H- borohidruro sô 
dico de endotoxinas previamente oxidadas con metaperyodato 
sôdico y, por ultimo, exposiciôn de endotoxina liofilizada 
a gas de tritio (WILZBACH, 1957). El rendimiento quîmico
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mâximo de marcado, lo obtienen en el primer caso; sin 
embargo, la actividad biolôgica de esta preparaciôn es 
menor que con los otros dos procedimientos.
Nuestros resultados en el marcado del lipopolisacâ 
rido de P. aeruginosa, "in vivo" con ^H-glucosamina, no 
fueron satisfactorios ya que el rendimiento que obtuvimos 
fué très veces mâs pequeno que el que obtuvieron BARA y 
cols (1973) con el glicolîpido de S. minnesota, extraido 
por el procedimiento de GALANOS y cols (1969). La endo­
toxina de P. aeruginosa, que obtuvimos marcada por este 
mêtodo, presentô idênticos comportamiento cromatogrâfico, 
caracteristicas espectroscopicas y reacciôn colorimétrica 
que la preparaciôn fria y su actividad biolôgica, medida 
con el ensayo del lisado de amebocitos de Limulus,tambiên 
fuê muy semejante. Sin embargo, debido a su baja activi­
dad especifica, no se puede considerar util para trabajos 
de localizaciôn de lipopolisacâridos en animales con en- 
dotoxemias, ya que estos son activos a muy bajas concentra 
ciones y no se podrian detectar. Comparando nuestros re­
sultados con aquellos obtenidos por TOMASULO y cols (197 5) 
-mediante marcado "in vitro"- comprobamos que ellos consi^ 
guen una actividad especifica de 0.18 m Ci/gr de endotoxâ 
na, mientras que nosotros con un marcado "in vivo" solo 
conseguimos 0,022 m Ci/gr. La diferencia quizâ sea de- 
bida a que la preparaciôn de estos autores no tiene el 
grado de pureza que las nuestras, ya que como ûnico proce 
dimiento de purificaciôn utilizan Sepharosa 6B de limite 
de exclusiôn bastante bajo. Esto puede condicionar el que 
consigan un rendimiento bastante alto, quizâ por la posi- 
ble contaminaciôn con material proteico no separado del 
LPS. Como puede verse, en nuestras experiencias de marca
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do de endotoxinas de B. melitensis y P. aeruginosa con 
51Crcromato disôdico obtuvimos mejores resultados, ya 
que alcanzamos actividades especîficas de 1,8 m Ci/g 
de LPS. En este mêtodo, la e^tructura quîmica de la 
uniôn entre el métal hexavalente y la endotoxina no e£ 
ta bien definida todavîa? aunque se ha sugerido, sin 
embargo, que el métal puede unirse a los constituyentes
lipidicos no saturados del LPS (BRAUDE y cols 1955).
51Los dos lipopolisacâridos que marcamos con Cr0^b& g' 
mostraron una estabilidad bastante buena, segûn pudimos 
determinar por cromatografia en Sephadex G 50, dialisis 
y cromatografia en papel y no observamos pêrdida de ac­
tividad biolôgica detectable ( DL^^ô pirogenicidad). 
Nuestros resultados estân de acuerdo con los obtenidos 
anteriormente por LEONG y cols (1968) con el lipopoli­
sacârido de B. abortus , ya que los rendimientos de mar 
cado son muy similares y tampoco se observa pêrdida en la 
actividad biolôgica (DL^^).
Ello no obstante, existen dos inconvenientes para 
este mêtodo: la vida media del isotopo ^^CrO^Nag es de 
27,8 dias por lo que el almacenamiento de la endotoxina 
no puede ser largo y, por otra parte, al no existir da- 
tos concluyentes sobre la naturaleza de los enlaces del 
cromato y la endotoxina hace quef- estas preparaciones 
se utilicen en los estudios biolôgicos "in vivo" con cier- 
tas réservas.
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2) En cuanto a las caracteristicas analiticas, 
fisico-qulmicas y estructurales, como criterios 
de pureza.
Segûn puede verse, las endotoxinas por nosotros es 
tudiadas presentan un espectro ultravioleta caracterls- 
tico para estas moléculas, careciendo de hombros en la 
zona de 260 nm, lo que parece indicar que no poseen âc_i 
dos nucleicos contaminantes. (RIBI y cols 1966, TSANG y 
cols, 1970).
En cuanto a los estudios anallticos realizados,
mediante espectroscopia infrarroja, de los distintos
LPS estudiados presentan bastantes dificultades de in-
terpretaciôn, ya que la asignaciôn de bandas de absor-
ciôn a los distintos grupos funcionales ha de ser aprox_i
mada -en muchas ocasiones- por carecer de moléculas que
pueden servir de referencia. De todas formas, si hemos
podido controlar diferencias que parecen derivadas del
grado de purificaciôn de las muestras, comprobando la
desapariciôn de las bandas de absorciôn situadas a
.815 cm ^ , 960 cm ^ , 1065 , cm ^ y 1230 cm~^ que son " 
debidas a âcidos nucleicos.
Segûn la bibliografia consultada, las bandas que 
nos parecen mâs significativas -entre las encontradas 
en estos lipopolisacâridos- son ; las situadas a 3.500-
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3.200 cm ^ , debidos se^uramente a las vibraciones de 
los grupos hidroxilo y amino, y la situada a 735 cm~^, 
vibraciôn de Valencia atribuible al grupo carbonilo
(C=0) de los esteres de âcidos grasos; las localiza-
-1 -1 das a 1630 cm y 1400 cm , debidas a las vibraciones
de Valencia producidas por la presencia de iones carbo-
xilato (COO ), aunque algunos autores tambiên las asi£
nan a un grupo amino y carboxilo respectivamente; las
-1 -1bandas a 1650 cm y 1560-1508 cm , correspondientes
a bandas amida I y amida II 6 a una vibraciôn de valen 
cia del grupo C=0 y de deformaciôn del grupo N-H res­
pectivamente. La asignaciôn de estas ûltimas bandas, 
sin embargo, parece mas discutible, ya que JENNINGS y 
cols (1973) y HOLLINGDALE (1975) -estudiando los es- 
pectros infrarrojos de los lipopolisacâridos de 
Neisseria meningitidis y Micropolyspora faeni- las atri^ 
buyen a grupos amida monosustituidos (CH^-CO-NH-) per- 
tenecientes a moléculas taies como N-acil-hexosaminas; 
mientras que HARTLEY y cols (1974), interpretando los 
espectros del lipopolisacârido de Y. pestis, concluyen 
que debido a que las bandas de absorciôn atribuibles a 
esteres de âcidos grasos son bastante débiles en compa 
raciôn con las bandas caracteristicas de N-acilhexosa- 
minas, pudieran servir como indicadores de que existe 
una gran parte de âcidos grasos en la molécula con uniôn 
amida.Por nuestra parte,enios lipopolisacâridos estudia­
dos por nosotros, hemos visto que ocurre este mismo fenô 
meno y podriamos atribuirlo a unJ ones amida de los âcidos
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grasos. El hombro a 8 90 cm puede indicar la pre­
sencia de uniones ^  -glicosîdicas.
La interpretaciôn que hemos realizado esta de 
acuerdo con los estudios realizados con LPS de Y.pestis, 
Thiobacillus ferrooxidans, Azotobacter vinelandii, 
Serratia marcescens, Micropolyspora faeni y Neisseria 
meningitidis (HART LEY y cols, 1974; HIRT y VESTAL, 
1975; OLINS y WARNER, 1967; TSANG y cols, 1974; 
HOLLINGDALE, 1975; y JENNINGS y cols 1973).
En relaciôn con las técnicc.s espectro-colorimê- 
tricas, JANDA y WORK (1971) han observado que los li- 
popolisâcaridos bacterianos por el lîpido A ' causan 
un desplazamiento del mâximo de absorciôn de un colo­
rante catiônico (carbocianina) ce 510 nm a 47 2 nm; 
mientras que otros autores (EDSTROM, 1969) han demos- 
trado que los polisacâridos âcicos y los âcidos nucle^
COS producen un desplazamiento en el mâximo de absor­
ciôn del colorante a la regiôn ce 600-650 nm. Como 
puede verse, cada uno de estos trabajos presentan en 
sus resultados tan sôlo una parte del espectro visible.
En nuestro caso, sin embargo, encontramos que ambas 
zonas del espectro son important,es con los lipopolisa 
câridos utilizados en este estuc io para estudios cualita- 
y cuantitativos. En este sentieo, KAY y cols (1964) 
observaron que los dësplazamientos en el mâximo de ab­
sorciôn a la regiôn de los 64 0 ici se debîa a una mayor
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concentraciôn de colorante fijado a las moléculas de 
LPS; en tanto que, HIRT y VESTAL (197 5), mucho mâs tarde, 
estudiando los distintos lipopolisacâridos de Thiobacillus 
ferrooxidans (segûn se cultive con hierro (Fé-LPS), azu- 
fre (S-LPS) ô glucosa (G-LPS) como fuente de energîa) 
observa que el Fe-LPS que posee forma de cinta al micro£ 
copio electrônico sôlo présenta un mâximo a 472 nm, mien 
tras que el S-LPS que tiene forma vesicular ô globular 
présenta ûnicamente el de 640 nm, y presentândose ambos 
mâximos en el G-LPS en el que coexisten ambas formas. 
Nosotros hemos encontrado que el espectro visible de la 
mezcla de reacciôn del lipopolisacârido de P aeruginosa 
con el colorante présenta dos mâximos de absorciôn a 
640 y 47 2 nm, que unido a que en el microscopic electro 
nico se observan filamentos muy largos junto con otros 
mâs pequehos, con forma mâs ô menos vesicular, parece in 
dicar un cierto paralelismo con los resultados de HIRT 
y VESTAL (197 5). El lipopolisacârido de E. coli presen 
ta, sin embargo, un solo mâximo en la regiôn de 47 2 nm, 
y el de B.melitensis dos, siendo el de 640 nm muy bajo.
Este ultimo lipopolisacârido présenta al microscopic elec­
trônico una proporciôn casi mayoritaria de formas filamen- 
tosas. Tambiên hemos comprobado una relaciôn lineal entre 
la absorciôn a 47 2 nm y la concentraciôn de los lipopolisa­
câridos de P .aeruginosa y E .coli, pudiendo utilizarse es­
te mêtodo colorimêtrico para la determinaciôn de can­
tidades de lipopolisacâridos comprendidas entre 5 y 30 
yng/ml de mezcla de reacciôn. Para los lipopolisacâridos 
de S.minnesota (JANDA Y WORK, 1971) y M.faeni
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(HOLLINGDALE, 197 5), este ensayo tiene sensibilidad 
ûnicamente para soluciones de LPS con 1-10yig/ml; sin 
embargo, para el de T. pallidum, los limites son de 5-4 0 
>ig/ml (zEY y JACKSON, 1973).
Este mêtodo colorimêtrico para determinaciôn cuanti^ 
tativa de lipopolisacâridos nos resultô bastante util, 
en todos los casos en que lo hemos ensayado, pero para 
obtener resultados reproducibles y poder hacer un estudio 
comparative hay que controlar y fijar una serie de factores 
como son la exposiciôn a la luz, los tiempos de prepara­
ciôn del colorante-reactivo y de incubaciôn de la reacciôn 
(ya que se producen variaciones en la absorciôn a 47 2 nm) 
y, por ultimo, el grado de purificaciôn y naturaleza de 
la muestra. Como un intente de buscar nuevas posibilidades 
en estudios sobre espectroscopia molecular de endotoxinas 
acudimos a la resonancià magnêtica de protones. Nuestros 
resultados muestran claramente seriales que se refieren 
mâs a la porciôn lipidica (grupos -CHg y metilos) que a 
la glucîdica, ello es lôgico si se tiene en cuenta la e£ 
tructura de estas moléculas. En cualquier caso, estos e£ 
tudios han servido para darnes cuenta de que, para conse­
guir resultados mâs significatives, es precise disponer de 
un équipé mâs sensible y con mâs posibilidades analîticas 
(de 100 MHzy con un sistema CAT), en el que se puedan ir 
estudiando moléculas monomericas o al menos oligomeros ob 
tenidos mediante el empleo de detergentes.
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En cuanto a las dimensiones moleculares de las 
distintas endotoxinas objeto de este estudio, hemos 
conseguido datos a partir de experiencias por cromato­
graf ia en gel y mediante ultracentrifugaciôn. El hecho 
de que los lipopolisacâridos de P. aeruginosa ( EDTA y 
fenol-agua), de S . typhi y B. melitensis se excluyan 
en Sepharosa 4B, nos induce a pensar que su peso molecular 
es muy alto, posiblemente mayor de 5 x lO^d. Existen 
varios LPS que se excluyen también en este gel, los de 
Shigella sonnei y Sh. flexneri (ROMANOWSKA, 197 0), Y. pestis 
(HARTLEY y cols, 1974), Serratia marcescens (TSANG y 
COLS 1974) , E. coli O U I  : B4 (MORRISON y LEIVE, 1975) y 
los de S. typhi 0901 y S . typhi R2 (RAYNAUD y cols, 1973) 
y sus pesos moleculares son de este orden. También hemos 
comprobado que al someter los lipopolisacâridos de P. 
aeruginosa (EDTA y fenol-agua) y el de B. melitensis 
a cromatografîa en Sepharosa 2b se nos eluye la mayor 
parte del material en el Vo (^ 20xl0^d), reteniendose 
un resto. Este material restante parece que se trata de 
carbohidratos y pueden ser productos de la degradaciôn 
del lipopolisacârido procédantes de sus cadenas latérales; 
asimismo se pudo comprobar una cierta heterogeneidad en 
ambas preparaciones -como la observada por TSANG y cols 
(1975)- y siendo esta menor en el caso de lipopolisacâri­
dos de B. melitensis. Por otra parte se ha comprobado 
que los perfiles de sedimentaciôn obtenidos con el lipo­
polisacârido de B. melitensis presentan un solo pico ba£ 
tante simétrico, mientras que en el caso del lipopolisacâ
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rido de P. aeruginosa este pico no es tan simétrico, 
lo que parece indicar una cierta heterogeneidad en la 
muestra.
Los coeficientes de sedimentaciôn ) obte-z u , w
nidos por extrapolaciôn a partir de la zona lineal a 
concentraciôn O, y corregidos frente a agua a 20°C, 
son de 65S y 19S para los LPS de B. melitensis y 
P. aeruginosa respectivamente. Asimismo, hemos compro­
bado que al aumentar la concentraciôn del LPS disminuye 
el coeficiente de sedimentaciôn, debido seguramente a a^ 
guna interacciôn entre las moléculas que se sedimentan 
(VAN HOLDE, 1971). Sin embargo, para concentraciones in 
feriores a los 3 mg/ml con el lipoposacârido de B. meliten 
sis ocurre lo contrario y asî, al ir disminuyendo la con 
centraciôn disminuye también el coeficiente de sedimenta­
ciôn; esto podrîa indicar un proceso de disociaciôn or_i 
ginado a bajas concentraciones en el que la forma agrega- 
da dâ lugar a monômeros que originan tan solo un pico con 
un coeficiente de sedimentaciôn, dependiente de la proper 
ciôn de monômeros y polîmeros. Cuando se opera a concen­
traciones mâs elevadas se favorece la apariciôn de la for 
ma agregada y aumenta el coeficiente de sedimentaciôn.
Por tanto, aunque los perfiles dieron ûnicamente un solo 
pico, esto no nos parece un criterio suficiente para afir 
mar la existencia de homogeneidad, por la ya comentada 
dependencia que existe con la concentraciôn.
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Cuando hicimos una extrapolaciôn aproximada de la 
zona no lineal -a baja concentraciôn del LPS de B.meli­
tensis- (198) es muy proximo al valor obtenido con el li­
popolisacârido de P.aeruginosa, lo que parece indicar 
que los tamanos bâsicos de ambos son los mismos y exis- 
tiendo ûnicamente diferencias en sus niveles de agrega- 
ciôn. Tambiên para justificar que los pesos moleculares 
son del orden de 2 X 10^ d y 6 X 10^ d en los lipopoli­
sacâridos de P .aeruginosa y B.melintesis, respectiva­
mente, -segûn datos obtenidos por cromatografîa en gel 
y microscopîa electrônica-, es necesario que tenga un 
coeficiente friccional relative (f/fo) de 3 en el primer 
caso (indicando una muy fuerte asimetrîa) y de 2 para el 
de 658 (indicando fuerte asimetrîa). Estos son los datos 
que se han obtenido con la ecuaciôn de 8vedberg, consi- 
derando una V de 0,7i'aly^ <VAN HOLDE, 1971).
Los coeficientes de sedimentaciôn (s^^g ^) y pesos 
moleculares obtenidos para otros LP8 son del orden de: 
76,28 y 1,6 X 10^ d para el de Y.pestis, (semejante a los
datos de HARTLEY y cols, 1974); de 8,38 y 1,3 X 10^ d
con un f/fo de 6,8 para el de E.coli 0111:B4 (M0RRI80N 
y LEIVE, 1975); de 1708 y 10-45 X 10^ d con un f/fo de 
2 para el lipopolisacârido de 8.flexneri (HANNECART-POKOR- 
NI y cols, 1970a); de 638, 6 X 10^ d para el de 8.typhi- 
murium G-30 (WEI8ER y cols, 1968); de 708 y un f/fo de 
2,5 para el de Azotobacter vinelandii (0LIN8 y WARNER, 
1967) y de 178 y 1 X 10^ d para el de 8.enteritidis
(RIBI y cols, 1966).
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La heterogeneidad observada en los lipopolisacâri^ 
dos de P. aeruginosa y B. melitensis se puede explicar, 
bien por encontrarse en distintos estados de agregaciôn 
reversible -debido a interacciones hidrofobicas 6 
ionicas- 6 bien por una heterogeneidad quîmica condicio 
nada por un distinto grado de polimerizaciôn de las cade- 
ras latérales. En este sentido, KOELTZOW y CONRAD (1971) 
encontraron dos fracciones en el LPS de Aerobacter 
aerogenus, una con cadenas latérales largas y otra de 
cadenas cortas; también HSU y CONRAD, (1970), obtienen 
fracciones de lipopolisacârido de S. typhimurium y 
S . anatum con diferentes tamahos de cadenas latérales 
y MORRISON y LEIVE (197 5) y RYAN y CONRAD (1974) obser 
varon este mismo fenômeno en los lipopolisacâridos de 
E. coli O U I  : B4 y S. newington, respectivamente. Por 
ultimo, en cuanto a la morfologia, estudiada al micros 
copio electrônico, se ha podido comprobar que los lipq 
polisacâridos de P. aeruginosa y B. melitensis -tenidos 
positivamente- aparecen como estructuras acintadas ô fq 
lamentosas con algunas ramificaciones, unas largas y 
otras muy cortas (casi globulâres), siendo mayor la pro 
porciôn de estas ûltimas estructuras en el caso de los 
LPS de P. aeruginosa. El tamaho medio de las estructu­
ras largas es aproximadamente de unos 83 0 80Â de lar
go por 90 ^ 20 Â de ancho y las mas pequehas -de aspec- 
to globular- midieron unos 140 20 Â de diâmetro. En
algunas ocasiones, las cintas muestran una regiôn delimq 
tada por dos lineas externas paralelas, densas, de unos
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70 Â de diâmetro, como las que se han encontrado anterior 
mente en el lipopolisacârido de S. typhimurium (SHANDS y 
cols 1967) y en el de E. coli 018 (LOPES y INISS, 1970). 
Segûn hemos visto, SHANDS y cols (1967) han elaborado un 
modelo trilaminar para explicar esta estructura, segûn la 
cual el LPS tiene tendencia a orientarse en su superficie 
mas ancha, apareciendo estas lineas cuando el lipopolisacâ 
rido se apoya sobre su extremo mâs estrecho y
dando lugar a una estructura de doble lâmina que se puede 
observer con tinciôn positiva; segûn estos autores solo se 
tihen el lîpido y los polisacâridos centrales. Tambiên 
hemos comprobado que el calentamiento de la preparaciôn de 
lipopolisacâridos de P. aeruginosa no produce ningûn cambio 
apreciable de su estructura, que pueda sehalarse al micros­
copic elêctronico, en contra de lo observado por HANNECART- 
POKORNI y cols (1970a).
Los lipopolisacâridos de P. aeruginosa y B. melitensis, 
tenidos negativamente, al examinarlos al microscopio elêc­
tronico presentan una anchura de filamentos que es aproxima 
damente el doble que la observada en tinciones positivas.
Los detalles estructurales que hemos visto se pueden inter­
preter mediante comparaciôn con los très modelos propuestos 
para este tipo de moléculas : el preconizado por SHANDS y 
cols (1969), y el de ROTHFIELD y HORNE (1967) y el de 
HANNECART-POKORNI y cols (1973). De acuerdo con el primer 
modelo, las dobles lineas que aparecen con la tincion nega­
tive pudieran deberse a una orientaciôn definida del
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lipopolisacârido sobre su cara mâs delgada (cosa que pare 
ce poco probable), dando lugar a distintas formas de orien 
taciôn segûn estë^tenido positiva o negativamente. Por 
otra parte, ROTHFIELD y HORNE (1967), han interpretado las 
tinciones negatives de los lipopolisacâridos segûn el mode 
lo expuesto en la introducciôn; segûn ellos, el lipopolisa 
cârido estâ formado por una parte lipîdica hidrofobica y 
una parte de polisacâridos hidrofîlica. Estas unidades de 
LPS se agrupan en forma de bicapa, con las partes lipldi- 
cas en el centro y las partes de polisacârido hacia el ex 
terior, Asî como el fosfotungstato sôdico no llega a pene 
trar en la regiôn hidrofôbica, deja una regiôn central sin 
tenir, que aparece entre dos lineas paralelas de colorante. 
Las cadei as latérales de polisacâridos se encuentran a am­
bos lados del centro; el espacio entre estas cadenas es baq 
tante pequeno, impidiendo la penetraciôn del fosfotungstato 
sôdico y dando lugar a una regiôn ligeramente tehida a am­
bos lados de la zona central. Esta estructura parece ser 
bastante estable, ya que los grupos polares en la superfi­
cie protegen del medio acuoso extraho a los residuos hidrq 
fôbicos internos. Otra posible explicaciôn de las imâgenes 
observadas con la tincion positiva, serîa la de HANNECART- 
POKORNI y cols (1973), en la que como ya hemos visto supo- 
nen que las subunidades del lipopolisacârido se agrupan de 
forma micelar (con el lîpido A en el centro) y dan lugar 
a la estructura bilaminar, que se ve al microscopio elec-
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trônico de 50-loo Â de ànchura.
La imâgenes al microscopio electrônico, obtenidas 
en este estudio con los lipopolisacâridos de P. aeruginosa 
y B. melitensis, indican que son morfologicamente muy simq 
lares a los de otras especies anteriormente estudiadas, que 
son de forma acintada, y con una anchura de unos 90 Â .
Estas especies son : E. coli (BEER y cols 1966; LOPES e 
INISS, 1970; MC INTIRE y cols, 1967; MERGENHAGEN y cols 
1966; RIBI y cols 1966; RUDBACH y Cols 1966; WEIDEL y 
cols, 1960), S. typhimurium (ROTHFIELD y HORNE, 1967;
SHANDS y cols, 1967; LOPES e INISS, 1970), Treponema 
pallidum (JACKSON y ZEY, 1973), Bordetella pertussis 
(RIBI y cols, 1966), Y. pestis (HARTLEY y cols, 1974) y 
Thermoplasma acidophilum (MAYBERRY-CARSON y cols, 1975).Fi­
nalmente si considérâmes que el volumen especîfico parcial 
(V) de los lipopolisacâridos de P. aeruginosa y B. meliten­
sis es de 0,7 ml/gr y tenemos en cuenta las dimensiones 
calculadas mediante las electron-microfotografias, se puede 
calculer un peso molecular aproximado de 8,6 x lO^d y 
2 X lO^d respectivamente. El valor de V, utilizado para 
estos câlculos, es un valor medio de los obtenidos con otros 
lipopolisacâridos como los de Azotobacter vinelandii (OLINS 
y WARNER, 1967), S. typhimurium (WEISER y ROTHFIELD, 1968), 
E. coli 0111 ; B4 (MORRISON y LEIVE, 197 5), Y pestis 
(HARTLEY y cols, 1974), S. flexneri (HANNECART-POKORNI y 
cols, 1970b), S. enteritidis (RIBI y cols, 1966), E. coli 
K-235 (MCINTIRE y cols 1967) y S. typhimurium y S. minneso- 
ta (HANNECART-POKORNI y cols, 1973).
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3) En cuanto a las actividades tôxicas observadas 
en los LPS de Gram-negativos.
Como se puede ver en el capîtulo de Resultados la 
toxicidad de las moléculas endotôxic.as estudiadas se ha 
controlado mediante ensayos para determinaciôn de DL^^, 
pirogenicidad y capacidad de hipersensibilizaciôn. Asî 
hemos podido comprobar que la toxicidad de los LPS de 
P. aeruginosa (EDTA y fenol-agua) B . melitensis, Y. ente­
rocolitica , B . abortus y E. coli -medida en funeiôn de 
sus DLgQ- fué muy similar en todos los casos, resultando 
ser los mâs tôxicos los de E . coli y Y. enterocolitica. 
Nuestros resultados estân de acuerdo con los obtenidos 
para el lipopolisacârido de E. coli O U I :  B4 (MORRISON 
y LEIVE 1975) y el de B. abortus (LEONG y cols 1970). 
Tambiên el lipopolisacârido de S. marcescens tiene una 
DLgQ para ratôn de 4 50 /ig (TSANG y cols, 197 4) , que es 
del mismo orden que las toxicidades obtenidas por nosotros 
para los lipopolisacâridos estudiados.
Nuestros resultados, sin embargo, no estân de acuer 
do con los de RENOUX y cols (1973), debido a que estos 
autores, estudiando las endotoxinas B. abortus y 
B. melitensis, no han encontrado una actividad létal en 
ratôn ni con 2mg/animal; posiblemente sea porque ellos 
ensayan la toxicidad mediante inyecciôn subcutanea .
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For otra parte, se ha comprobado que cuando el ensa 
yo con lisado de amebocitos de Lîmulus dâ resultados pos_i 
tivos existe un cierto grade de pirogenicidad en la pre- 
paraciôn endotoxica (COOPER y cols,1971); resultando,ade- 
mâs, que esta prueba estâ relacionada con un inmunoensayo 
y con un test cutaneo de epinefrina para endotoxinas bio- 
logicamente activas (ROJAS-CORONA y cols, 1969), Este ti- 
po de ensayo biolôgico nos did positive con los tres lipo 
polisacâridos estudiados, el de P. aeruginosa (fenol-agua),
B. abortus y E . coli, detectSndose cantidades activas de en 
dotoxina équivalentes a 0,05 ;ng/ml, en todos los cases.
Las muestras de polisacâridos de E . coli usadas como control 
dieron reacciôn negativa, mientras que las de polisacâridos 
de P. aeruginosa dieron una reacciôn muy debilmente positi­
va, debido seguramente a una contaminaciôn de endotoxina.
Como el LPS de P. aeruginosa (EDTA) presentaba unes valo- 
res debilmente positives con este ensayo, realizamos tam- 
biên un estudio comparative de las variaciones de tempera­
ture en conejos mediante inyecciôn intravenosa de los lipo 
polisacâridos de P. aeruginosa (EDTA y fenol-agua). Estu- 
diando esta reacciôn en funciôn del tiempo, vimos que a las 
tres horas y media se obtenia un aumento mâximo de tempera 
tura de 2,2 y 1,6°C para el lipopolisacârido de P, aeruginosa 
extraido con EDTA y para el extraîdo con fenol-agua, respec
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tivamente. (Indices pirogenicos (FI) * de 40 y 38 respec 
tivamente). El control con polisacâridos did tan solo 
elevaciôn de temperature, a los 90 minutos con un mâximo 
de 0,25°C.
Comparados estos resultados con los obtenidos por 
LEONG y çols (1970), con el lipopolisacârido de B. abortus 
23 08, se observa que la endotoxina de P. aeruginosa es 
mâs activa pirogenicamente para conejos (FI^^ = 0,3 mg) 
que la de B. abortus (FI^^'>0,3 mg) . Sin embargo, la de 
E . coli 0111 : B4 es mucho mâs potente en este bioensayo. 
RIBI y cols (1966) dan para las endotoxinas de S. enteri- 
tidis, B . pertussis , y E . coli un FI^q de 0,25 j^g, 0,6 j^g 
y 0,2 jdg respectivamente, lo que parece indicar que nues- 
tras preparaciones no son muy pirogênicas, comparâtivamen 
te consideradas; estas diferencias quizâ estên condiciona 
das por variaciones en el grado de purificaciôn.
En cuanto a la capacidad de hipersensibilizaciôn, no 
se logrô obtener hipersensibilizaciôn en ratôn con el
* 2
FI es el ârea en cm existente bajo la curva de la
respuesta pirogênica dibujada , con unas escalas taies 
que 1°C y 1 hora se representan por 1 pulgada. La dosis 
de endotoxina que da un indice pirogénico de 4 0 estâ 
en el centre de la relaciôn lineal de la curva de res­
puesta febril a distintas dosis. (RIBI y cols, 1966).
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lipopolisacârido de P. aeruginosa; quizâ se hubiera lo- 
grado una respuesta positiva produciêndose primeramente 
üna infecciôn subletal con P. aeruginosa, seguida de in­
yecciôn i.v. de lipopolisacârido. Con B. melitensis. 
otros autores han comprobado esta capacidad hipersensibi^ 
lizante (ABERNATHY y cols,1958, RENOUX y cols, 1973).
La variabilidad quizâ sea debida a las posibilidades 
de conseguir una infecciôn subletal previa, ya que segün 
hemos visto en la bibliografia, cuando se confiere una 
inmunidad frente salmonella por infecciôn subletal con 
bacterias virulentas, esta inmunizaciôn con bacterias 
vivas hace a los ratones mâs sensibles que los animales 
sometidos a la acciôn létal de la endotoxina extraîda de 
estas mismas bacterias (KAWAKAMI, 1973)
4) Sobre las endotoxinas como inmunôgenos y la posi- 
bilidad de transmitir esta inmuno-respuesta especî
fica anti-LPS.
El lipopolisacârido de P. aeruginosa ha resultado ser 
un buen inmunôgeno, tanto en ratôn como en conejo. En el 
primer caso se estudiaron las variaciones en la respuesta 
humoral primaria frente a distintas dosis de LPS, inyecta 
dos intraperitonealmente, eligiëndose la de 30 p g  por ra­
tôn como ôptima. En la respuesta humoral primaria frente 
a esta dosis de LPS, se detectan dos mâximos de anticuer- 
pos; uno que aparece hacia el sêptimo dîa y otro alrededor 
del 12'. Para el estudio de esta respuesta, los mêtodos 
mâs sensibles resultaron ser los de hemaglutinaciôn pasiva
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y, principalmente, inmunohemolisis de eritrocitos marca- 
dos con ^^Cro^Nag. Los anticuerpos del primer mâximo son 
sensibles a la reducciôn por |5-mercaptoetanol (anticuerpos 
IgM); mientras que los del segundo, no se alteran visible 
mente por este tratamiento (7s). El mâximo nûmero de cé- 
lulas formadoras de anticuerpos IgM' aparece al sexto dia 
después de la inyecciôn de antîgeno. La inmunizaciôn de
conejos frente al lipopolisacârido de B. melitensis y
P. aeruginosa diô lugar a tîtulos de aglutininas de
5120 y 2560 respectivamente, siendo estos anticuerpos 
sensibles a la reducciôn con (7-mercaptoetanol y disminuyen 
do el titulo hasta 10. Por lo tanto, en ratôn se obtie- 
ne una respuesta en anticuerpos 19S y 7S, mientras que en 
conejo solo 19S.LEONG y cols (1970) y DIAZ y cols (1970) 
han observado que los lipopolisacâridos de B. melitensis, 
B. abortus y Y. enterocolitica (Fg) son altamente inmuno 
gênicos en conejo y HURVELL (1973) obtiene una respuesta, 
tambiên en conejos frente a LPS de B. abortus y Y. entero­
colitica , de anticuerpos 19S y 7S , HOLLINGDALE (1975) ha
comprobado que el lipopolisacârido de M. faeni induce la
sintesis de anticuerpos IgM y quizas IgA en animales, mien 
tras que en humanos produce IgG, IgA e IgM. No se conocen 
las razones por las que en algunos casos se obtienen pro- 
ducciôn solamente de IgM, y en otros apafecen ademâs otros 
tipos de inmunoglbbulinas.
WATSON y RIBLET (197 5) obtienen con los lipopolisa­
câridos de E. coli 0127 : B8 una respuesta mâxima en cê- 
lulas formadoras de anticuerpos con 10^g/ratôn y tan solo
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encuentran una respuesta de IgM, de acuerdo con lo que 
encuentran SKIDMORE y cols (1974) y FRIEDMAN (1973), 
con los lipopolisacâridos de E . coli 0111 : B4 y 
Shigella paradysenteriae.
Con una dosis de 50 /ag de lipopolisacârido de 
P. aeruginosa / ratôn no se obtuvo respuesta humoral 
detectable; esto puede deberse, segün comunicaciôn per 
sonal dbCOUTINHO, a que -en esas dosis- el lipopolisa 
carido dejô de ser inmunogenico para empezar a funcionar 
como mitogeno, ya que no se han observado inmunotoleran- 
cias con bajas dosis de antlgenos T-independientes del 
tipo LPS. Esto, sin embargo, no explica el que obtuviera 
mos respuestas con dosis mâs elevadas de LPS (100 y 200 
/ig) •
En general, cabe decir que entre las perspectivas 
de estudios inmunobiolôgicos relacionados con las molê- 
culas endotoxicas, es difîcil establecer las relaciones 
que existen entre fenômenos tales como inmunogenesis, 
mitogênesis e inmunosupresion; aunque si sabemos que los 
lipopolisacâridos, y otros antigenos T-independientes 
(flagelina polimerizada etc.), debido a su senal mito- 
genica, intrinseca, pueden sustituir los factores T y 
son capaces de inducir una inmuno-respuesta primaria 
-frente a antigenos T^dependientes (eritrocitos de carne- 
ro)- en ausencia de celulas T tanto "in vivo" como "in 
vitro" (ANDER.SSON y col,1972 y WATSON y cols 1973). Por
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SU parte, MOLLER y cols (1973) -y tambiên otros auto 
res sugieren que en las respuestas frente a lipopoli 
sacâridos generalmente se producen anticuerpos IgM; 
mientras que FELDMANN y BASTEN (1971) habian observado 
que la dependencia o no dependencia de linfocitos T, 
no se debe a la naturaleza de los grupos inmunodeter 
minantes del antîgeno sino al grado de polimerizaciôn, 
a la morfologîa fîsica y a su presentaciôn. En el caso 
de laflagelina polimerizada, se obtiene una respuesta 
inmune "in vitro" que es T-independiente y con produc 
ciôn de anticuerpos IgM; mientras que cuando estâ en 
forma de monômero la respuesta inmune es T-dependiente, 
con producciôn de anticuerpos IgM ê IgG. En las res­
puestas "in vivo" se forman tan solo IgM debido a que 
la molêcula endotoxica se polimeriza.
Por otra parte, existen una serie de autores que 
sugieren que tanto el efecto coadyuvante del lipopoli­
sacârido sobre las respuestas anti-antîgeno "in vitro" 
e "in vivo", como las respuestas en anticuerpos frente 
a LPS de las células B en cultives, son dependientes de 
la presencia de células T y en algunos casos de macrô- 
fagos. (DRESSER, 1972; DRESSER y PHILLIPS, 1974; 
ARMERDING y KATZ, 1974; ÜNANUE y cols, 1969; NAKANO y 
cols 1973; ALLISON y DAVIES, 1971; NEWBURGER y cols, 
1974; KAGNOFF y cols,1974; SHEID y cols, 1973).
346
En nuestro caso, obtenemos una inmuno-respuesta 
primaria en ratôn, frente al lipopolisacârido de 
P. aeruginosa, con producciôn de anticuerpos 19S y 7S.
La apariciôn de estos dos tipos de anticuerpos quizâ 
se pudiera explicar como una consecuencia de la acti- 
vaciôn, efectuada por el LPS, de linfocitos B con 
la participaciôn de T; o tambiên, que fuera debida a 
la independencia de las células T para sintetizar ambos 
tipos de inmuno globulinas.
Con la primera posibilidad, quiza podrîamos expl^ 
car la ausencia de respuesta obtenida con dosis de 50 
/ig de LPS por ratôn; ya que segün MOLLER y cols (1973), 
la tolerancia a dosis bajas afecta a las células T, 
mientras que a dosis altas afecta a ambos tipos de lin 
focitos segün estos autores, los antigenos T-independien 
te, tan solo son capaces de inducir la tolerancia a do­
sis elevadas. En los animales tolérantes, los recepto- 
res para LPS, se hallan bloqueados de una forma inmuno 
lôgicamente especîfica, bien por el antîgeno, por el an 
ticuerpo o por ambos.
Tambiên, en relaciôn con este problema, KEARNEY 
y LAWTON (197 5) han observado recientemente, que el l_i 
popolisacârido, en condiciones adecuadas de cultivo, es 
capaz de inducir la diferenciaciôn de células producto- 
ras de IgM, IgG e IgA de un modo que, al parecer, es 
independiente de las células T. Esto résulta en claro 
contraste con los datos de otros autores, en los que 
se preconiza que la respuesta "in vivo" en IgG e IgA
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es dependiente de la presencia de linfocitos T fun- 
cionales y que, generalmente, no ocurre después de 
la inyecciôn de antigenos T independientes; ello es de 
bido, seguramente, a que estos antigenos no pueden ac- 
tivar los precursores por falta de una senal apropiada 
de la células T.
Probablemente, la ünica forma de dilucidar cla- 
ramente las incertidumbres e imprevisibilidad que exi£ 
ten en las respuestas inmunogénicas frente a LPS sea 
acudir al estudio de la interacciones entre anticuer­
pos especificos y componentes moleculares definidos 
del LPS utilizando sistemas de respuesta bien carac- 
terizada, tanto "in vivo" como "in vitro".
Segün nuestros resultados, tambiên se ha observa­
do que el tratamiento previo con Indometacina disminuye 
la inmuno-respuesta primaria, en ratôn, frente a lipo­
polisacârido de P. aeruginosa, produciendo una disminu 
ciôn en los tîtulos de anticuerpos humorales, de idén- 
tica forma a como se inmunodeprime la respuesta prima­
ria frente a eritrocitos de carnero, con la misma dosis 
y pauta de administraciôn del antiinflamatorio. Esta 
actividad podria ser debida a la acciôn del fârmaco so 
bre la sintesis de prostaglandinas (FERREIRA Y VANE, 197 4) 
y consecuentemente tambiên a los niveles de CAMP (BOURNE 
y cols (1974), posibilidad que no excluye otras vias de 
actuaciôn.
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En cuanto a la transmisiôn de la informaciôn 
inmunitaria con ri a^  crüdo de donantes inmuniza-
dos frente a LPS, son muy distintas las experiencias 
realizadas para conocer el papel que las distintas pre 
paraciones (RNA o complejos antigeno-RNA) pueden tener 
en las interacciones inmunitarias -segün han revisado 
GOTTLIEB y SCHWARTZ (1972) y UNANUE (1972)-, pero la 
principal dificultad para evaluar estas interacciones 
de transferencia inmunologica es conocer: en unos ca­
sos, si las preparaciones de RNA estân totalmente 
exentas de material antigênico; y en otros, quê pro- 
porciôn de inmunôgeno existe en los posibles complejos 
antigeno-RNA formados; o tambiên, su grado de disocia 
ciôn.
En cualquier caso, hasta la fecha, existen muy 
pocas experiencias de este tipo donde se utilicen como 
antigeno molêculas de LPS, que puedan dar lugar a otros 
fenômenos de carâcter particular, y que estên condiciona 
dos por la posibilidad de tolerancia inmunolôgica y por 
las propiedades mitogenicas que tienen estas preparacio 
nés endotoxicas. Hasta ahora, tan solo FRIEDMAN y LANDY 
(1971) obtienen algunos resultados con el antigeno so 
matico de E. coli y -en otros estudios- con los ant^ 
genos de Shigella (FRIEDMAN; 1964, 1966 y 1973), inyec 
tando intraperitonealmente extractos de RNA de animales 
inmunizados en donantes no inmunes; pero, pese al inte- 
rês clinico del gênero Pseudomonas, ningün dato ha apa
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recido referente a las endotoxinas de estas especies 
bacterianas.
En nuestro caso particular, los datos que hemos 
obtenido parecen indicar que los extractos de RNA pu 
rificados a partir de animales inmunizados son bastan 
te inmunogenicos para los animales receptores. La 
cinetica de la respuesta es muy similar a la respues­
ta en ratôn frente al antigeno ünicamente, aunque 
su magnitud es algo menor, y se adelantaun dia. El 
extracto de RNA utilizado en la inmunizaciôn no posera 
antigeno detectable por inmunoprecipitaciôn. Ademâs, 
su inmunogenicidad no parece ser debida a una posible 
contaminaciôn con antigeno(en cantidades muy pequenas) 
ya que los RNA extraidos el dia 3 después de la in­
yecciôn de LPS no tienen capacidad inmunogênica, al 
igual que el RNA de animales inyectados con 50 yug de 
lipopolisacârido. De todas formas, no se puede des- 
cartar completamente la posibilidad de que el âcido 
nucleico actue como coadyuvante de pequehas cantidades 
de antigeno que pudieran existir en la preparaciôn, ya 
que segün es sabido los complejos de antigeno y RNA e£ 
timulan ô incrementan las respuestas inmunoldgicas si 
se compara con una cantidad équivalente del antigeno 
por separado (GOTTLIEB y SCHWARTZ, 197 2) y algunos au 
tores como POELANTS y cols (1971) han observado que no 
solamente el RNA de macrôfagos es capaz de formar com­
plejos con los antigenos.
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Esta Question podria ser dilucidada de una manera mâs 
definitiva utilizando preparaciones puras de mRNA 
en vez de preparaciones crudas de RNA, dado que expe 
rimentos similares con extractos de linfocitos lleva 
dos a cabo por BELL y DRAY (197 0), sugieren una fun 
ciôn de mensajero en el extracto de RNA. Sin embargo, 
estos resultados no se han podido reproducir por otros 
autores (BLUESTEIN y cols, 197 0) y necesitan posterior 
confirmaciôn.
Nuestros resultados estân de acuerdo con lo obten^ 
do por FRIEDMAN (1973) en unos experimentos con el lipo 
polisacârido de Shigella paradysenteriae.
5) Sobre la inmunosupresiôn de carâcter endotoxico 
a nivel celular y humoral.
Segün hemos recogido en la parte bibliografica las 
molêculas de lipopolisacârido, independientemente de que 
sean capaces de incrementar la respuesta inmune tambiên 
pueden suprimirla y, segün parece, el lîpido A es el re^ 
pensable de esta actividad (SCHWAB, 197 5). Asî se ha po 
dido observar que cuando se administra LPS, uno o dos 
dias antes que un antîgeno, se suprime la respuesta en 
anticuerpos humorales que depende de células T, tanto en 
sistemas "in vivo" como "in vitro" (JOHNSON y cols, 1967; 
FRANZL y McMASTER , 1968; McMASTER y FRANZL, 1968; 
HOFFMANN y cols, 197 5); sin embargo, cuando el LPS se 
administra poco tiempo después que el antigeno, entonces
351
se puede estimular la inmuno-respuesta.
Como se puede ver en nuestros resultados, la act^ 
vidad inmunosupresora del lipopolisacârido de P. aeru­
ginosa -sobre la respuesta en anticuerpos humorales 
frente a lisozima en conejo- la controlamos y medimos 
mediante un sistema inmunolôgico enzima-anti-enzima 
de gran sensibilidad y sencillez. Nuestros datos in- 
dican que el lipopolisacârido inyectado intravenosamen 
te, dos dîas antes de la administraciôn del antîgeno 
(lisozima) y a los 14 dîas de comenzado el tratamiento 
inmunizante con el enzima, dâ lugar a un descenso dra- 
mâtico en los tîtulos de anticuerpos humorales anti- 
lisozima.
Muchas y muy diversas pueden ser las explicaciones 
posibles de esta acciôn de las endotoxinas bacterianas 
sobre la respuesta inmune: 1) por una competiciôn anti 
gênica timo-dependiente, debida a una sustancia inhibi 
dora no especifica, que se libera a partir de timocitos 
estimulados (GERSHON, 1974) ô a complejos IgT-antîgeno 
que se unen a ciertos receptores de macrôfagos, evitando 
que otros complejos de este tipo se unan al receptor;
2) por un efecto linfotôxico sobre los linfocitos T 
(McMASTER y FRANZL, 1968); 3) porque células B, parcial 
mente estimuladas a diferenciarse por la uniôn de C^ en 
presencia de LPS quedan desfasados para iniciar una nue 
va respuesta frente a otro antîgeno dando lugar a una
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supresiôn (SCHWAB, 197 5) ; 4) porque el lipopolisacâr_i 
do puede suprimir la producciôn de anticuerpos depen­
diente de células T, evitando que las células B puedan 
recibir senales de estas células T ô que las células 
encargadas del reconocimiento celular no puedan efec- 
tuar un contacte adecuado (HOFFMANN, 197 5); 5) porque 
el lipopolisacârido "in vitro" -y no se sabe si tam- 
bién "in vivo" -induce a una diferenciaciôn precoz de 
las células B precursoras a células productoras de an 
ticuerpos en un estadio celular terminal, sin capaci­
dad de renovaciôn. En algunas ocasiones la inmunosu­
presiôn solo ocurre cuando se incuban juntos el antî­
geno y la endotoxina (WHANG y cols,1965), pero no es 
este nuestro caso.
En cuanto a la actividad en inmunidad celular, he 
mos comprobado que los lipopolisacâridos de P. aerugino 
sa, B. abortus, y E. coli producen un efecto inmunode- 
presor sobre la actividad fagocîtica de macrôfagos pe- 
ritoneales de ratôn, tanto "in vivo" como "in vitro".
La mâxima inhibiciôn de la capacidad fagocitica "in 
vitro" -frente a células de Staphylococcus- se obtuvo 
con la endotoxina de P. aeruginosa, seguida de la de 
E. coli y B. abortus, disminuyendo los indices fagoc_i 
tarios -a las 3 horas después del comienzo de la reac­
ciôn celulotrôpica- desde un valor de 6,5 en ratones 
no tratados hasta 2,7; 3,7 y 4,7, segün que utilicemos 
el LPS de P. aeruginosa, E. coli y B. abortus, respecti 
vamente. La acciôn inhibitoria "in vivo" de estas en­
dotoxinas sobre la respuesta de macrôfagos peritoneales
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de ratôn contra infecciones estafilococicas es tam­
biên muy acentuada. Los imacrofagos de animales pre 
viamente vacunados, tambiên se afectan, aunque en me 
nor grado, por la acciôn inmunodepresora de las endo 
toxinas.
Varies autores han observado que los lipopolisa 
câridos y otros metabolites bacterianos tienen efectos 
citotoxicos sobre les macrôfagos peritoneales,tanto 
"in vivo" como "in vitro", interfiriendo quizâs en su 
métabolisme normal (WEINER, y LEVANON, 1968; PEREZ- 
URENA y cols, 1972; SHANDS y cols, 1974), mientras que 
otros, paradôjicamente observan que los lipopolisacâ­
ridos producen aumentos en la actividad fagocitica del 
sistema reticulo-endotelial (CLUFF y cols, 197 0)
6) Sobre otras acciones endotôxicas de carâcter 
inmunobiolôgico, mitogênesis e interacciones 
LPS-virus.
Como es sabido, el têrmino "mitôgeno" se aplica 
en Inmunologîa a sustancias de muy diverse origen que 
tienen la facultad de estimular los linfocitos; dicha 
estimulaciôn consiste en un incremento del métabolisme 
y sintesis de DNA, desarrollo de transformaciôn blâsti 
ca y -en algunas ocasiones- mitosis (QUINTANS, 1974). 
Para algunos autores (GRONOWICZ y COUTINHO, 1974), la
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estimulaciôn mitogênica es similar a las respuestas in 
ducidas por un antîgeno, debido a que el resultado de 
ambas activàciones es el mismo, proliferaciôn celular - 
seguida de diferenciaciôn a células plasmâticas producto 
ras de anticuerpos (aunque en el primer caso la activa- 
ciôn es policlonal). De aqui que sea posible utilizer 
la mitogênesis como un modelo para el estudio de mecanis 
mo que opera durante la inducciôn de células inmunocom- 
petentes. Segün PEAVY y cols (1974), los lipopolisacâ­
ridos son mitôgenos de células B y estimulan la sintesis 
de DNA en una respuesta policlonal.
En nuestro trabajo, hemos ensayado la capacidad mi- 
togenica de los lipopolisacâridos de P. aeruginosa y 
B. melitensis , sobre cultives de células de bazo de ra­
tôn y la hemos comparado con la del sulfato de dextrano, 
mitôgeno especifico de células B (DIAMANTSTEIN y cols, 
1973) y con la fitohemaglutinina y concanavalina A, que 
son mitôgenos de células T (ANDERSSON y cols, 197 2) . La
actividad mitogênica se ha determinado midiendo los aumen 
tos en 1 
cultivo.
3
la incorporaciôn de H-Timidina de las células de
Con el lipopolisacârido de P. aeruginosa se obtuvie 
ron unos niveles de mâxima estimulaciôn con 10;ug/ml, 
mientras que con el de B. melitensis, la concentraciôn 
ôptima fué de 100 yug/ml alcanzândose niveles de incorpo 
raciôn de ^H-Timidina algo mas bajos. Al comparar estos 
resultados con los que obtuvimos para las substancias pa-
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trôn de mitogênesis, nos encontramos con que la conca­
navalina A, la fitohemaglutinina y el sulfato de dextrano 
produjeron una mâxima estimulaciôn a las dosis de 5,10 
y 50 fag/ml, respectivamente. En el caso de los lipopoli^ 
sacâridos, la incorporaciôn mâxima de ^H-Timidina se 
realizô al segundo dîa del cultivo, mientras que con la 
concanavalina A el mâximo se alcanza el tercer dîa. Estos 
resultados estân bastante de acuerdo con los obtenidos 
por WATSON y RIBLET (197 5) para los LPS de S. abortus,
S. flexneri, S. marcescens, S. typhimurium, S. typhosa 
S. paratyphi c y E. coli, ya que en estos casos se obtu 
vieron mâximos de estimulaciôn con dosis muy aproximadas 
a los 10 ^ g/ml.
COUTINHO y cols (1973) y SKIDMORE y cols. (197 5) obtienen 
con el lipopolisacârido de E. coli, un mâximo de incorpora 
ciôn al segundo dîa de cultivo y con una concentraciôn de 
lOjüg/ml.
Parece probable que los nucleotidos cîclicos estên 
implicados en la regulaciôn de la proliferaciôn de linfo 
citos, tanto si esta se efectûa por antigenos o por la 
intervenciôn de la acciôn de mitôgenos (PASTAN y cols 
1975) .
En cuanto a las interacciones LPS-virus éstas fue- 
ron observadas a travês de ensayos sobre la producciôn de 
interferôn y por intentos de buscar alguna acciôn anti-
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tumoral. En el primer caso, se sabe que la producciôn 
de interferon es un mecanismo de defensa de las células 
animales frente a una infecciôn viral, aunque esta pro­
ducciôn de interferôn pueda ocurrir tambiên en presencia 
de endotoxinas, -debido al lîpido A- (HO,1964; POSTIC 
1973) , por la acciôn de mitôgenos como f itohemaglutin_i 
na y concanavalina A (WALLEN y cols, 1974), y tambiên 
en cultives mixtos de linfocitos de ratôn y en procesos 
de inmunizaciôn primaria frente a eritrocitos xenogenei 
C O S  (SVET-MOLDAVSKY y cols,1974).
Nuestros resultados indican que los lipopolisacâri­
dos de P .aeruginosa y B.melitensis, al inyectarlos (por 
vîa intravenosa) en polios a la dosis de 0,1 ^ g  son ca­
paces de inducir la producciôn de interferôn, alcanzân­
dose unos niveles mâximos a las 4-6 horas después de la 
inyecciôn. Cuando estos niveles de interferôn, se com- 
paran con los que obtuvimos al utilizar el virus NDV 
como inductor, resultaron ser del orden de la mitad.
El LPS de B.melitensis produce unos niveles mâs bajos 
que el de P .aeruginosa.
Por otra parte, antibiôticos taies como la Rifa- 
micina SV y la Rifampicina -que actuan bloqueando la 
RNA-polimerasa dependiente de DNA en células de mamîferos
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(MEHRLY y cols,1968, JUHASZ y cols, 1972)- inhibieron 
la producciôn de interferôn inducida por el NDV y por 
los lipopolisacâridos de P. aeruginosa y B. melitensis.
La mâxima inhibiciôn se produjo cuando se inyectô el 
antibiotico, por vîa intravenosa y a la dosis de 0,5 
^g/100 gr. de peso, cuatro horas después que los induc 
tores. Asimismo se ha comprobado que los interferones 
inducidos por virus fueron mâs sensibles a esta inhibi­
ciôn y que el interferôn inducido por el lipopolisacâri^ 
do de P. aeruginosa era mâs résistante que el originado 
por B. melitensis.
YOUGNER (197 0) tambiên obtuvo una producciôn de 
interferôn con diversos lipopolisacâridos de bacterias 
gram-negativas; sin embargo, en el caso de los LPS del 
género Brucella, en algunas ocasiones no se consiguiô 
producciôn de interferôn a no ser que se utilizaran bac 
terias muertas (DE SOMER y cols. 1970); KELETI y cols 
(1974), aunque obtienen producciôn de interferon
-en ratones- pero inyectando intravenosamente 2 00 jig de 1^ 
popolisacâridos de B. abortus, para alcanzar el mâximo 
de estimulaciôn a las 2 horas mientras que con el lipo 
polisacârido de S. typhimurium, la inducciôn de interfe 
ron se produce a dosis tan bajas como 0,1 pg/20 g de 
peso.
358
Los lipopolisacâridos ensayados por nosotros .en 
polios, dieron una respuesta mas tardîa que la publica 
dâ por estos autores, era del tipo de la inducida por 
virus y se alcanzaron niveles séricos de interferôn que 
resultaron mâs elevados. Se ha comprobado que los inh_i 
bidores de sintesis de RNA mensajero afectan a esta pro 
ducciôn, tanto en el caso del virus como con los lipopo 
lisacâridos, aunque en el primer caso esta inhibiciôn 
es algo mayor; ëllo parece indicar que el mecanismo de 
inducciôn en todos los casos podria ser semejante en 
alguna de sus fases.
Finalmente, en cuanto a la acciôn antitumoral o po 
sibles relaciones de las molêculas endotôxicas con virus 
cancerlgenos, nos encontramos con que los lipopolisacâ­
ridos de P. aeruginosa, E . coli, B. melitensis, y S. 
typhi no presentan ninguna acciôn citotôxica sobre el 
crecimiento del mastocitoma P815 de ratôn DBA/2 -cult_i 
vado "in vitro"-, aunque las dôsis empleadas fueron ba£ 
tante altas. Por falta de ratones suficientes, de esta 
estirpe, nos fuê imposible estudiar la acciôn de estos 
lipopolisacâridos sobre el crecimiento del tumor "in 
vivo" como hubiera sido nuestro deseo para poder com­
parar mejor nuestros resultados con los de otros auto­
res como YANG y NOWOTNY (1974), quienes estudiando la 
acciôn antitumoral "in vivo" de la endotoxina de
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S. marcescens (extraîda por el procedimiento de Boivin) 
observan que la mâxima inhibiciôn del carcinoma ascîtico 
de ratôn (TA3-HA) se obtiene con 10 p g  de endotoxina, 
inyectadas 3 dîas antes y simultaneamente con la inocu 
laciôn del tumor; sin embargo»estos autores, no observa 
ron efecto citotôxico directo con esta endotoxina, al 
incubar las células tumorales durante 5 horas.ALEXANDER 
y EVANS (1971), por otra parte, comprobaron que las en­
dotoxinas no inhibîan el crecimiento de linfomas " in 
vivo". Estas diferencias "in vitro" e "in vivo" podrîan 
explicarse porque los tumores usados en todos estos ca­
sos, incluîdo el nuestro, estân en forma ascîtica y no 
existe vascularizaciôn que permita a la endotoxina ori- 
ginar dahos a nivel vascular. RALPH y NAKOINZ (197 4) , sin 
embargo, han demostrado la inhibiciôn -tanto "in vivo" 
como "in vitro"- de dos tipos de tumores ■ por el lipo 
polisacârido de S. typhosa; se tratô de un linfosarcoma 
y un linfoma espontâneo de células B (PV-5-1.8) de ra­
tones BALB/C (RAW 8) y observaron que, tanto el LPS 
de E . coli como el lîpido A obtenido de este, presenta­
ba n propiedades antitumorales; ello parece estaren con 
traposiciôn con los resultados de HOSHI y cols (1972) , al 
observar que ünicamente se obtiene acciôn antitumoral
"in vivo" frente a varios tumores (Sarcoma 18 0, carcîno
7 55ma ascîtico de Ehrlich y adenocarcinoma - ), si se
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utilizan preparaciones endotoxicae con radicales protei- 
cos (Pr-LPS)f mientras que los lipopolisacâridos tipicos 
(LPS) no presentan esta acciôn.
RALPH y NAKOINZ (197 4) no han observado acciones 
inhibitorias con S. typhosa (ni "in vivo" ni "in vitro") 
sobre otros tumores murinos del tipo linfomas T o mielo- 
mas, ni tampoco el mastocitoma P815, utilizado por noso 
tros. Por otra parte, el hecho de que-segûn estos auto 
res- la fitohemaglutinina (mitogeno de celulas T) sea 
capâz de inhibir el crecimiento de linfomas de células 
T, nos lleva a suponer que la acciôn antitumoral de los 
LPS pudiera explicarse quizâ, por una senal mitogênica 
de la molécula endotôxica sobre las células tumorales 
en râpida divisiôn (linfoma de células B) de tal forma 
que pudieran diferenciarse en células terminales con 
capacidad para dividirse nuevamente, mientras que no 
tienen acciôn alguna sobre tumores no derivados de c£ 
lulas B.
V. RESUMEN Y CONCLUSIONES
En la presente Memoria se han recogido numerosîsi- 
mos datos sobre estudios relativos a la significaciôn biolô- 
gica de las endotoxinas bacterianas. Los antecedentes biblio- 
grâficos se refieren tanto a la localizaciôn celular de estas 
macromolêculas -en las estructuras perifëricas bacterianas- 
como a su aislamiento y purificaciôn; tambiên se recogen y 
comentan diferentes datos relativos a la estructura fîsica 
y a su composiciôn quîmica.
En cuanto a la gran versatilidad de acciones endotô­
xicas encontradas éstas pueden examinarse desde tres importan­
tes puntos de vistas; a) por una parte, a travês de cambios 
metabôlicos y endocrines, asî como por las alteraciones que se 
producen en el cuadro hematolôgico normal, en el mecanismo de 
termo-regulaciôn y en el sistema cardiovascular; b) por otras 
-en lo relacionado con el sistema inmunitario de defensa- se 
revisan los distintos mécanismes de la inmuno-respuesta normal 
y se consideran -a travês de numerosos resultados- las posi­
bles interacciones de la endotoxina con el sistema complemento, 
con la inmunidad celular y con la resistencia inespecîfica
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del huesped, asî como la variabilidad de acciones inmunogeni- 
ca, inmunocoadyuvante e inmunosupresora; y c) finalmente, 
tambiên se han revisado abundantes resultados relativos 
a la correlaciôn entre actividades mitogênica, inmunogênica 
e inmunocoadyuvante asî como con las interacciones endotoxi- 
na-virus a travês de distintos sistemas biolôgicos.
De este modo, al actualizar el tema, se ha compro­
bado que la sîntesis de algunos componentes de las molêculas 
endotôxicas se efectua en la membrana y luego se desplazan, en 
forma de LPS, por el espacio periplâsmico hasta la membrana 
externa y se unen a ella por sus caras limitantes, quedando aso- 
ciadas la porciôn del lîpido A con las zonas hidrofôbicas de 
la membrana. Estas molêculas endotôxicas intervienen en la pér- 
meabilidad celular frente a antibiôticos, lisozima y activida­
des especîficas inmunohemolîticas y pueden funcionar como re­
ceptores de fagos por medio de los azucares terminales del LPS.
Asimismo, se ha visto que existen distintos mêtodos 
de extracciôn y purificaciôn, pero no encontramos ningün cri- 
terio normalizado de pureza, ateniendose tan solo a la ausen­
cia de materiales citoplasmicos y, ocasionalmente, a la homo- 
geneidad cromatografica; êsto puede originar algün confusionis- 
mo en la interpretaciôn de resultados, sobre todo en experien­
cias inmunoquîmicas o en aquellas en las que las endotoxinas 
aparecen usadas como antîgenos.
Se citan diversidad de tamahos que, en ocasiones, no 
son datos totalmente concordantes; pero donde mayor diversidad 
de opiniones existe es en lo relativo a la naturaleza (hidro- 
fôbica o ionica) de la agregaciôn de este material polidisperso
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En cuanto a las actividades biolôgicas de las endo­
toxinas se describe, por una parte, una fenomenologîa que 
afecta al normal fisiologismo del huesped; en estos datos no 
parecen existir controversies, pero si se aprecia la falta 
de estudios comparativos entre molêculas endotôxicas de dis- 
tinto origen. Por otra parte, existen gran nümero de resul­
tados, relativos al comportamiento de los LPS en el sistema 
inmunitario de defensa y en diferentes interacciones huesped- 
-parâsito a nivel molecular, que merecen ser estudiadas con 
mas detalle por la diversidad de opiniones que existen y que, 
en muchos casos, estân originadas por diferencias metodolôgi- 
cas en la obtenciôn y purificaciôn del material endotôxico o 
en el planteamiento experimental aplicado.
De aqui que, para un mejor conocimiento del problema 
presentado por las endotoxinas en el estudio de interacciones 
huesped-parâsito, hayamos intentado aportar algunos datos 
mediante:
a) Un estudio comparativo en la obtenciôn de endoto­
xinas, a partir de distintas bacterias gram-negativas, utilizan­
do tres mêtodos distintos.
b) Un e x ^ e n  comparativo de diversos mêtodos de puri­
ficaciôn basados, principalmente, en la separaciôn del material 
endotôxico por sedimentaciôn,ultrafiltràciôn y separaciôn croma­
tograf ica en gel.
3 51c) Obtenciôn de endotoxinas marcadas con H y con Cr 
y e x ^ e n  de sus posibilidades de aplicaciôn a estudios biolôgicos 
"in vivo".
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d) Control, mediante diversos mêtodos espectros- 
copicos, del grado de pureza de los LPS bacterianos
obtenidos.
e) Estudio comparativo de los espectros IR de LPS 
procedentes de distintas bacterias gram-negativas.
f) Un examen previo, de las posibilidades de aplica­
ciôn de la espectroscopîa de resonancia magnêtica nuclear, 
para estudios de interacciôn molecular con molêculas endotô­
xicas .
g) Aplicaciôn de un mêtodo espectrocolorimetrico a 
la determinaciôn cuantitativa de LPS bacterianos en soluciones
h) Estudio comparativo de algunas caracteristicas 
hidrodinâmicas de diferentes muestras endotôxicas para conocer 
algunos datos sobre el tamano molecular.
i) Examen comparativo, al microscopio electrônico, 
de la morfologîa de los LPS procedentes de B. melitensis y 
P. aeruginosa.
j) Determinaciones de pirogenicidad y del grado de 
estudiadas.
toxicidad -mediante las DL^q- de las distintas endotoxinas
k) Determinaciôn del grado de mitogenicidad de los 
LPS de Brucella y Pseudomonas, por su capacidad estimuladora 
de la incorporaciôn de timidina, en células de bazo de ratôn.
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1) Estudios de inmunogenesis, determinando la dinâ-
mica de una inmuno-respuesta homoral primaria anti-LPS -en
ratones- y la posible existencia de reacciones de hipersen-
sibilizaciôn inmunitaria. En el primer caso, se adaptô una
têcnica de gran sensibilidad, basada en la inmunohemolisis
especifica de eritrocitos LPS-sensibilizados y mercados con 
51CrO^Na.
Asimismo, se ensayaron las variaciones de esta in­
muno-respuesta primaria en presencia de indometacina, anti- 
inf lamatorio no corticoide que segun se ha visto puede actuar 
como inmunodepresor; comparandolo con la variacion que produce 
este mismo antiinflamatorio en la inmunorespuesta primaria 
trente a hematies de carnero.
m) Ensayos de actividad fagocitaria "in vivo" e 
"in vitro" para conocer las variaciones de la inmuno-respuesta 
celular condicionadas por la presencia de endotoxinas.
n) Determinaciôn de la capacidad inmunosupresora me- 
diante un sistema inmunolôgico enzima-antienzima de gran sensi­
bilidad basado en la accion litica de la lisozima sobre suspen- 
siones de M. lysodeikticus.
o) Estudios sobre las posibilidades de transmisiôn 
de la capacidad inmunogênica, a travês de extractos de RNA, 
obtenidas a partir de bazos de ratones previamente inmunizados 
con LPS de P. aeruginosa.
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p) Experiencias sobre produceiôn de interferôn ines- 
pecîfico, en presencia de LPS de P. aeruginosa y B. melitensis 
comparândola con la de un interferôn viral, en presencia y au- 
sencia de cromomicina y rifampicinas.
q) Ensayos previos "in vitro" sobre el efecto de LPS 
de P. aeruginosa en el crecimiento de algunas cêlulas tumora 
les.
Por todo ello, a la vista de los antecedentes consultados 
y los resultados por nosotros obtenidos, cabe sacar las siguien 
tes conclusiones en relaciôn con el conocimiento inmunobiolôgi- 
co de las molêculas endotôxicas procedentes de bacterias gram- 
negativas y de la respuesta inmunolôgica que condicionan en 
interacciones huesped-parâsito:
l°De los très métodos utilizados para la obtenciôn de 
lipopolisacâridos endotôxicos la têcnica de WESTPHAL y JANN 
résulté ser la mas sencilla y la que proporcionô un mejor ren 
dimiento. Las preparaciones asf obtenidas deben someterse a un 
adecuado mêtodo de purificaciôn para eliminar la gran contamina 
ciôn por âcidos nucleicos. En los rendimientos obtenidos, con 
las seis especies estudiadas, se ha comprobado que la mayor 
riqueza en LPS correspondiô al E . coli, seguido de S . typhi,
P. aeruginosa, B. abortus, B. melitensis y Y. enterocolitica 
(en este orden).
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2° De los distintos métodos de purificaciôn utilizados 
por nosotros los mejores resultados se obtienen empleando 
la combinaciôn de ultrafiltraciôn y la cromatografia sobre 
gel de Sepharosa 2B precedido en algunos casos por el tra 
tamiento con nucleasas. Asî se obtienen preparaciones norma 
lizadas que se pueden utilizer como antîgenos estandar .
3° En cuanto a la posibilidad de obtenciôn de endotox_i 
nas marcadas con isôtopos recomendamos el empleo de ^^Cr- 
cromato sôdico, ya que obtuvimos preparaciones estables con 
una buena actividad especîfica y sin pérdida de actividad 
biolôgica. El marcaje con ^H-glucosamima "in vivo" no nos 
diô tan buenos resultados. En cualquier caso, para estu­
dios de interacciôn con ^^Cr-endotoxina recomendamos apl_i 
car métodos inmunolôgicos para aumentar la especificidad 
de los resultados.
4° Se fijan las caracterîsticas espectroscopicas de 
los lipopolisacâridos endotoxicos para la zona del Ü.V., 
con ausencia de hombro a 260 nm indicador de contaminaciôn 
por nucleicos.
5° Mediante espectroscopia IR se senalan las bandas 
mas significatives de las molécules de LPS y se aprecian 
algunas diferencias existantes segén el origen bacteriano de 
acuerdo con las variaciones en su composiciôn y grado de 
purificaciôn.
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6° Se adapta el mêtodo e spec troc olorim et rico de JANDA 
y WORK para estimaciones cuantitativas de los LPS en solu 
ciôn, estudiando las caracterîsticas y variabilidad de los es 
pectros para las zonas comprendidas entre 47 2-510 y 600-650 
nm, respectivamente, con endotoxinas de P. aeruginosa 
E . coli y B. melitensis. Esta têcnica permite determiner 
-segün la absorciôn a 47 2 nm-concentraciones comprendidas 
entre 5 y 30 jug/ml de LPS.
7° Ensayos previos por RMN, muestran senales que se 
refieren posiblerrente a los grupos -CHg y metilos de la 
porciôn lipidica, pero para estos estudios se requiere 
un equipo mas sensible y conocer previamente las caracte- 
risticas de los monomeros yoligomeros obtenidos por deter 
gentes. Nuestros resultados requieren posteriores ensa 
yos.
8° Por cromatografla en gel y ultrafiltraciôn hemos 
conseguido dates que indican un peso molecular superior 
a los 5 X lO^d para los LPS de P. aeruginosa, S. typhi.- 
y B. melitensis, existiendo una mayor heterogeneidad para 
el primero de ellos. Los coeficientes de sedimentaciôn para 
el LPS de B. melitensis y P. aeruginosa son de
60 5 y 19s respectivamente. Pudieran tener las subunidades 
pesos moleculares parecidos existiendo entre ellos 
diferencias en el nivel de agregaciôn.
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9® Al microscopic electrônico, los LPS de P. aerugi 
nosa y B . melitensis -en tincion positiva- aparecen como 
estructuras acintadas o filamentosas (con algunas ramif_i 
caciones) unas largas y otras muy cortas. La proporciôn 
de las formas cortas, casi globulares, fuê mayor en el 
caso de P. aeruginosa.
10° El tamano medio de estas estructuras acintadas
o o
fue de unos 830 (f80) A por 90 (jh 20) A, mientras que 
los globulares presentaron un diâmetro aproximado de 110
o
(t20) A. Ocasionalmente en los filamentos se observé 
una zona delimitada por dos liheas externas paralelas,
o
densas, de unos 70 A de anchura. Las diversas unidades 
del LPS parecen agruparse en estructuras bilaminares, 
segûn se observa al microscopic electrohico.
11° Los valores de DL^g encontrados -por via i.p.- 
para las distintas endotoxinas estudiadas fuê muy similar 
en todos los casos, oscilando desde 300yüg/raton (E. coli 
Y. enterocolitica) hasta 410yug/ratôn (P. aeruginosa) .
12° Las endotoxinas de P. aeruginosa, B. abortus y 
E. coli presentaron dosis pirogênicas activas -en el en 
sayo con amebocitos de Lîmulus- équivalentes a 0,05 ^ g/ml; 
mientras que en conejos, por inyecciôn intravenosa, las 
endotoxinas de P. aeruginosa originaron aumentos de tempe 
ratura de 2,2°C (Pr-LPS) y 1,6°C (LPS), que son equivalen
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tes a un Indice pirogênico (FI40) aproximadamente 0,3 mg.
13° No hemos detectado capacidad hipersensibilizante, 
en ratôn, con el LPS de P. aeruginosa, posiblemente por no 
haber producido una infecciôn subletal efectiva.
14° Sobre cultivo de cêlulas de bazo, aisladas de 
ratôn, hemos comprobado que LPS procedentes de P. aeruginosa 
y de B. melitensis tienen una clara actividad mitogênica, 
con dosis activas de 10 jUg/ml en el primer caso y de 100 ^gy 
ml en el segundo, que se manifiestan al mâximo a las 48 h. 
de contacte y se ejerce preferentemente sobre los linfoci- 
tos B.
15° La endotoxina de P. aeruginosa se ha demostrado 
como un buen inmunogeno para ratôn y conejo. En la respue^ 
ta humoral primaria (en ratôn) trente a una dosis inmunizan 
te de 3 0 yug/animal se detectaron dos mâximos de anticuer- 
pos; une hacia el sêptimo dia (IgM de 19S) y otro alrededor 
del doceavo dia. Con la inmunizaciôn de conejos, sin embar 
go, obtuvimos unicamente anticuerpos de 19 S. Dosis superio 
res del LPS pueden producir ausencia o disminuciôn de la 
respuesta inmunitaria, segün comprobamos con concentracio- 
nes de 50 yig/ratôn. Esta diferencia de comportamiento se 
analiza en la discusiôn de resultados.
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16° Se ha comprobado que al tratamiento previo con 
anti-inflamatorios de sîntesis del tipo indometacînico 
disminuye la inmuno-respuesta primaria anti-LPS.
17° Esta inmuno-respuesta primaria anti-LPS de 
P. aeruginosa, en raton, pudo ser transmitida a ratones 
normales mediante inyecciôn intraperitoneal de RNA crudo 
procedente de bazos de ratones previamente inmunizados; 
la respuesta fuê muy similar a la obtenida trente al 
antigeno, aunque aparecia adelantada en un dîa y con un 
nivel de anticuerpos ligeramente menor. En nuestra opi^ 
niôn, sin embargo, la ünica forma de dilucidar claramen 
te las incertidumbres que existen a las respuestas inmu 
nologicas trente a LPS es acudir a estudios utilizando 
sistemas de respuesta bien caracterizada tanto "in vivo" 
como "in vitro"
18° Asimismo hemos comprobado que, en determinadas 
condiciones, la endotoxina de P. aeruginosa puede actuar 
como inmunosupresora de anticuerpos humorales trente a 
lisozima en conejo, segün hemos determinado en un sistema 
inmunolôgico enzima-anti-enzima.
19° Por otra parte, estudiando la actividad fagoci­
taria de macrôfagos peritoneales de ratôn, se demuestra 
que las endotoxinas de E. coli , P. aeruginosa y B. abortus 
producen un efecto inmunodepresor sobre la inmunidad 
celular y siendo las mas activas las dos primeras utili- 
zadas. Este efecto es algo menos acentuado cuando se
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estudia sobre ratones previamente vacunados.
29° Tambiên se ha comprobado que los LPS de 
P. aeruginosa y B. melitensis, por vfa intravenosa, en 
polios, son capaces de indueir en 4 a 6 horas la forma- 
ci6n de un interferon inespeciïico mediante dôsis tan 
pequehas como 0,1 jag. En niveles obtenidos representan 
un 50% del que se consigne con el virus de ensayo NDV 
y es algo superipr en el caso del P. aeruginosa. Este 
interferon inducido por endotoxina, al igual que el in­
due ido por NDV, es inhibido por tratamientos con molê­
culas rifamicinicas.
30° Y finalmente en presencia de LPS de P. aeruginosa 
E. coli, B. melitensis y S. typhi -aun a dosis bastante 
elevadas- no se han encontrado actividades anti-tumorales 
"in vitro",apreciables frente al crecimiento del mastoci 
toma P815 de ratôn DBA/2. Este estudio requiere ulterior 
confirmaciôn mediante experiencias "in vivo"
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